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Studien tiber den intermediaren Stoffwechsel des Tryptophans. 


Von 


Y. Kotake. 





(Aus dem Biochemischen Iastitut der Medizinischen Fakultit der Kaiserlichen Universitat 
zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1932.) 


XII. Mitteilung: Uber den Mechanismus der Anthranilsiurebildung 
aus Tryptophan durch Mikroorganismen. 
Von 
Y. Kotake und S. Otani. 
(Unter Mitwirkung von M. Kawase.) 


Manche der bisherigen Untersuchungen iiber die Spaltung 
des Tryptophans (1) durch Mikroorganismen behandelten die Ver- 
finderungen an seiner Seitenkette. Nur Sasaki!) hat durch Kin- 
wirkung der Subtilisbakterien einen Stoff isoliert, der keinen Indol- 
ring mehr besaB. Er wurde als Anthranilsiiure (VI) identifiziert, 
die durch Aufsprengung vom Pyrrolring des zum Tryptophan ge- 
hérigen Indolrings entstehen soll. Der feinere Mechanismus des 
Vorganges ist jedoch bis jetzt noch nicht aufgeklart. 

Auf Grund der Untersuchungen in unserem Laboratorium ”) 
mu man es als sicher annehmen, da8 Tryptophan zum Teil im 
Tierkérper iiber Kynurenin IV abgebaut wird. Da das letztere 
nach unserem Studium im Tierkérper weiter in ein #-Diketoderivat 
des Aminobenzols V iibergehen soll, schien es wahrscheinlich, daf 
die Anthranilsiure aus Tryptophan auch iiber das Kynurenin ent- 
steht. Um in dieser Beziehung Klarheit zu schaffen, haben wir 
einerseits gepriift, ob das Kynurenin auch durch Subtilisbakterien 
zur Anthranilsiiure abgebaut wird und ob anderseits hierbei zu- 
gleich Kynurensiiure gebildet wird. Da inzwischen ein Verfahren, 
das die Kynureninbestimmung auch in einer kleinen Menge ge- 
stattet, von Y. Kotake und M. Kawase aufgefunden wurde, haben 
wir nicht versiumt, mit seiner Hilfe zu priifen, ob durch die 
Bakterien, wie im Tierkérper, aus dem Tryptophan das Kynurenin 
vebildet wird, 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXIV. l 











Y. Kotake und S. Otani, 





Versuchsteil. 
Frisch isolierte Subtilisbakterien aus Stroh wurden zuerst auf ihre 
Fahigkeit zur Anthranilsiurebildung aus Tryptophan, genau nach der Vor. 
schrift von Sasaki(I), und zwar in folgender Nihrfliissigkeit gepriift: 


mae wl ws OS Glycerin ee 25,0 g 
NH,Cl . . 1,0g Hendersonsche Phosphatmischung . 170 ccm 
MgSO, . . 0,lg Aqua destillata. . . . . . . ad 1000 cem 


Spaltung des Tryptophans durch Subtilis. In einem Kulturkolben 
von 200 ccm wurden 2 g Tryptophan in der Nihrfliissigkeit aufgelist 
und thr 0,5 g Aluminiumphosphat zugesetzt. Die Fliissigkeit wurde 
im Dampftopf sterilisiert, mit Subtilis aus 20 Agarkulturen ge- 
impft und bei 37° aufbewahrt. 

Nach 40 Tagen wurde die Kultur durch Erhiizen unterbrochen, 
wobei die Fliissigkeit schwach sauer reagierte und eine schwache 
Bromreaktion gab. Die Bakterienleiber, die unter dem Mikroskop 
ganz einheitlich erschienen, wurden durch Filtration beseitigt. 
Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck und stetigem Ab- 
tropfen des Alkohols zu einem Sirup eingedickt und dann mit 
warmem Alkohol extrahiert. 

Der gesammelte Alkohol wurde wieder unter vermindertem 
Druck destilliert und der Riickstand mit Wasser aufgenommen. 
Die wiBrige Lésung wurde nun mit 25°/, iger Schwefelsiure kongo- 
sauer gemacht und ausgeiithert, wodurch die Stoffe in der Lisung 
in zwei Teile getrennt werden, einen iitherléslichen und einen in 
Ather nicht oder nur schwer lislichen Teil. 

Die Atherlésung wurde dann mit n/2-Natronlauge  aus- 
veschiittelt, wobei saure Stoffe in Wasser iibergingen. Die so ge- 
wonnene wiBrige Lisung wurde mit Schwefelsiure neutralisiert, 
mit Tierkohle entfairbt und mit gesittigter Kupfersulfatlisung 
versetzt, wobei ein starker griiner Niederschlag entstand. Dieser 
wurde iiber Nacht in der Eiskammer stehen gelassen, abfiltriert, 
nach wiederholtem Waschen mit kaltem Wasser in 50 ccm Wasser 
suspendiert und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Die vow 

Kupfersulfid filtrierte Fliissigkeit wurde nach Verjagen des Schwefel- 
wasserstoffs wiederum mit Ather ausgeschiittelt. Die Atherschicht 
zeigte hierbei eine intensive, rotviolette Fluorescenz, die schon 
das Vorhandensein der Anthranilsiiure verriet. Auf diese Weise 
wurden aus dem gesamten Ather 0,036 g nadelférmige Krystalle 
gewonnen, welche, aus heiBem Wasser umkrystallisiert, bei 145° 
schmolzen. 
8,109 mg Subst. gaben bei 7° und 766 mg Hg, 0,264 ecem N. 
C,H,O,N Ber. N 10,21  Gef. N 10,43. 
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Studien iiber den intermediiiren Stoffwechsel des Tryptophans. 3 


Die in Ather unlisliche oder schwer lisliche Stoffe enthaltende, 
stark saure Mutterlauge schied beim Stehenlassen eine kleine 
Menge brauner Krystalle aus, die, ttber Nacht in der Kilte auf- 
bewahrt, ein Gewicht von 0,016 g erreichten. Sie schmolzen bei 
267°, ergaben Jaffésche und Kretschysche Reaktion, welche 
beide fiir Kynurensiiure ziemlich charakteristisch sind. 

Zur Analyse haben wir die Verbindung aus heifem Wasser 
umkrystallisiert. 

3,16 mg Subst. gaben bei 8° und 763 mm Hg 0,176 ccm N. 

C,,H,NO, Ber. N 6,76  Gef. N 6,80. 

Es unterliegt also keinem Zweifel, daB das Tryptophan durch 
Spaltung mittels Subtilis nicht nur die Anthranilsiure, sondern 
auch die Kynurensiiure VIII bildet. 

Wir halten diese Tatsache besonders deswegen fiir bemerkens- 
wert, weil hierdurch wohl auf die Méglichkeit hingewiesen wird, 
da® die im Pflanzenreiche anzutreffenden Chinolinderivate oft mit 
dem Tryptophan in unmittelbarem Zusammenhange stehen. 


Spaltung des Kynurenins durch Subtilis. Das zum Versuch ge- 
brauchte Kynurenin wurde aus dem Harn eines mit Polierreis 
ernibrten Kaninchens, dem Tryptophan verabreicht worden war, 
gewonnen. Die Versuchsanordnungen waren dieselben wie oben. 
Da sich aber das Kynurenin in alkalischer Reaktion leicht zer- 
setzt, wurde zuniichst die Nihrfliissigkeit (800 ccm) fiir sich sterili- 
siert und darin das Kynurenin (1,5 g) aufgelist, das aus 60°/, igem 
Alkohol umkrystallisiert und 5 Stunden lang bei 80° getrocknet 
worden war. Das Gemisch wurde dann mit Subtilis aus 15 Agar- 
kulturen geimpft, leicht umgeschiittelt und bei 37° stehengelassen. 

Nach 40 Tagen wurde die Kultur durch Erhitzen unter- 
brochen und die schwach sauer reagierende Nihrfliissigkeit durch 
Filtration von Bakterien befreit. Das Filtrat wurde, wie oben, zu 
einem Sirup eingedickt, mit Alkohol extrahiert und der durch 
Destillation des Alkohols gewonnene Riickstand in wenig Wasser 
gelist, mit Tierkohle entfarbt, durch Schwefelsiure angesiuert 
und ausgeithert. 

Der Ather wurde dann mit n/2-Natronlauge ausgeschiittelt, 
wobei die Anthranilsiiure in die Lauge iiberging. Die Siure wurde, 
wie oben, durch Kupferfillung isoliert und wurde zuletzt in Form 
von vollig farblosen Nidelchen gewonnen. Sie wogen 0,27 g und 
schmolzen bei 144° C. 

3,213 mg Subst. gaben bei 7°C und 768 mm Hg 0,271 cem N. 


C,H,O,N Ber. N 10,21 Gef. N 10,40. 
1* 














Y. Kotake und §. Otani, 


Aus der urspriinglichen Nihrlésung, die mit Schwefelsiiure 
stark angesiiuert und ausgeithert worden war, schied sich in der 
Kiskammer eine braunliche, nadelférmige Substanz in einer Menge 
von 0,021 g aus, die einmal aus Wasser umkrystallisiert, bei 265° ( 
schmolz und Jaffésche sowie Kretschysche Reaktion gab. Ub- 
rigens haben wir auch ihr Bariumsalz dargestellt, das in charak- 
teristischen dreieckigen Tafeln auskrystallisierte. Die Kigenschaften 
stimmten also mit denen der Kynurensiure iiberein. 

Aus dem Erwihnten ergibt sich, daB die Subtilisbakterien 
ebensogut aus dem Tryptophan wie aus dem Kynurenin neben 
der Anthranilsiure die Kynurensiiure zu bilden befihigt sind. 
Wir glauben, daB auch hierbei das unterwegs gebildete Kynurenin 
weiter in eine #-Diketosiure, Aminobenzoylbrenztraubensiure, 
iibergeht und diese dann einerseits in Anthranilsiure, andererseits 
in Kynurensiure umgewandelt wird. 
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Studien iiber den intermediiren Stoffwechsel des ‘Tryptophans. 5 


Zur weiteren Begriindung fiir diese Annahme hat es der 
eine von uns (O.) gemeinschaftlich mit Kawase unternommen, in 
der tryptophanhaltigen Nihrfliissigkeit, in welcher Subtilis ge- 
ziichtet wurde, Untersuchungen iiber die Bildung des Kynurenins 
yorzunehmen. 


Nachweis des Kynurenins bei Spaltung des Tryptophans durch 
Subtilis. 0,3 g¢ Tryptophan wurden in 250 ccm der oben be- 
schriebenen Nihrfliissigkeit der Bakterienspaltung unterworfen. 
Nach einer bestimmten Anzahl von Tagen wurde die Ziichtung 
durch Erhitzen unterbrochen und die auf 300 ccm verdiinnte 
Nihrtliissigkeit filtriert. Vom Filtrat, das stets schwach sauer 
reagierte und die Bromreaktion fiir Tryptophan gab, wurden 150 ccm 
zur Bestimmung des Kynurenins nach Kotake und Kawase 
verwendet. 

Versuch 1. Dauer der Ziichtung: 10 Tage. Bei der Destillation ge- 
wonnenes Ammoniak: 1,26 ccm n/10-Schwefelsiiure verbraucht, was 0,0298 g 


Kynurenin entspricht. Also auf die Gesamtmenge (0,3 g Tryptophan) 
berechnet 0,0596 g Kynurenin. 


Versuch 2. Dauer der Ziichtung: 15 Tage. Bei der Bestimmung des 
Ammoniaks verbrauchte n/10-Schwefelsiiure: 0,96 ccm, entsprechend 0,026 g 
Kynurenin. Also auf die Gesamtmenge berechnet 0,052 g Kynurenin. 


Versuch 8. Ziichtungsdauer: 20 Tage. Bei der Bestimmung gefundene 
Kynureninmenge: 0,0333 g, auf die Gesamtmenge berechnet also 0,0666 g. 


Versuch 4. Ziichtungsdauer: 25 Tage. Gefundene Kynureninmenge: 
0,0236 g. Also auf die Gesamtmenge berechnet 0,0472 g. 


Versuch 5. Ziichtungsdauer: 30 Tage. Gefundene Kynureninmenge: 
0,0246 g. Also auf die Gesamtmenge berechnet 0,0492 g. 


Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, dai das Trypto- 
phan bei Spaltung mittels Subtilis stets eine kleine Menge Kynu- 
renin gibt. Die gefundene Kynureninmenge war, wie aus den 
obigen Zahlen ersichtlich ist, in emer bestimmten Zeit der Ziich- 
tung am gréBten, wiihrend sie spiiter abnahm. Dieser Umstand 
spricht auch fiir unsere Annahme, da das Tryptophan hierbei 
iiber das Kynurenin abgebaut wird, indem das unterwegs gebildete 
Kynurenin bald nach seiner Entstehung zersetzt wird. 

Es gibt viele Stoffe, die im Pflanzenreich vorkommen und 
venetisch mit dem Tryptophan in einer engen Beziehung zu stehen 
scheinen, Die f-Siure, die von Suzuki’) in der Reiskleie ge- 
funden wurde, ist wahrscheinlich auch dieser Kategorie zuzurechnen. 
Ihre Konstitution wurde besonders durch die Synthese von Sahashi‘*) 
als 2,6-Dioxychinolin-4-carbonsiure IX festgestellt. 














Y. Kotake und M. Kawase, 


COOH " oq «COOH 
Pe ~ 00H Ya. 
Oo . = 
OoH—G C OH HO 0-G-cH.-cCOOH H@ @& tH 
P< ee < | | il | 
HC CC C-OH HC Cc HC CC Cor 
ar SZ7NNH —" 
G N G 2 CG N 
H H H 
IX x XI 


Diese Struktur steht also derjenigen der Kynurensiiure nahe. 
Wenn man dazu den Mechanismus der Kynurensiureentstehung 
im Tierkérper, der von Kotake erkannt wurde, in Betracht 
zieht, so liegt der Gedanke nahe, dai die @-Siure LX aus Trypto- 
phan I iiber Kynurenin IV und die folgenden Formelbilder X und 
XI entstehen kann. Die Oxydation des Chinolins an Parastellung 
im Tierkérper wurde von Scheunemann’®)nachgewiesen. Vorliutig 
ist diese Ableitung aber natiirlich nur eine Hypothese. 


Die vorliegende Arbeit wurde uns erméglicht durch die liebens- 
wiirdige Bereitstellung von Geldmitteln durch Herrn M. Ohara, 
wofiir wir diesem hiermit noch unseren aufrichtigsten Dank aus- 
sprechen méchten. 
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XIII. Mitteilung: Wher die quantitative Bestimmung des Kynurenins 
im Harne und einige mit dieser Methode erzielte Resultate, 
insbesondere in bezug auf die Ausscheidungsform des Kynurenins. 


Von 
Y. Kotake und M. Kawase. 


Nach den Untersuchungen von Kotake und Kiyokawa!) ist 
das Kynurenin sehr bestiindig gegen Siuren, wird aber durch Al- 
kalien, schon durch verdiinntes Barytwasser, beim Erwirmen leicht 
zersetzt, wobei die Aminogruppe an der Seitenkette als Ammoniak 
frei wird. Das Kynurenin wird ferner beim Zusatz von einem 
aus Quecksilbersulfat und Schwefelsiiure bestehenden Reagens aus 
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der Liésung quantitativ ausgefillt. Ks liegt also der Gedanke 
nahe, daB das Kynurenin auch im Harne als Ammoniak quanti- 
tativ bestimmt werden kann, wenn er vorher mit dem genannten 
Reagens ausgefailt und der gebildete Niederschlag mit verdiinntem 
Barytwasser erwirmt und destilliert wird. Diesbeziigliche Unter- 
suchungen und einige mit diesem Verfahren gewonnene Ergebnisse 
bilden den Inhalt der folgenden Mitteilung. 

Erforderliche Losungen und Apparate. 1. 25°/,ige Schwefelsiiure. 
2. 19°/,ige Mercurisulfatlésung in 5 Vol.-°/,iger Schwefelsiiure. 3. Etwa 
6°/,ige Mercurisulfatlésung (1 Teil H,O + '/, Teil 25°/,ige H,SO, + 2 Teile 
10°/,iges HgSO,). 4. Gesittigtes Barytwasser. 5. n/5-Schwefelsiiure und 
n/10-Natronlauge. 6. 1°/,ige alkoholische Rosolsiiurelésung. 7. KjeldahIscher 
Destillationsapparat. 8. Mikrobiirette. 

Ausfiihrung. 25 oder 50 ccm filtrierten Harns (wenn zu 


konzentriert, passend verdiinnt) werden in einem Kolben von 
100 bzw. 200 ccm Inhalt mit 5 oder 10 com 25°/iger 
Schwefelsiiure versetzt und dann 50 bzw. 100 ccm 10°/ iger 
Mercurisulfatlésung unter Umriihren langsam aus einer Pipette 
hinzugefiigt und 48 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. Der hierbei erzeugte Niederschlag wurde abfiltriert und 
mehrmals mit 6°/,iger Mercurisulfatlésung nachgewaschen. Der 
Niederschlag wurde mit dem Papier in einen Kjeldahlkolben ein- 
sebracht, mit 20 ccm Wasser fein zerteilt, ein Stiickchen Paraffin 
hineingeworfen, das Gemisch mit 50 ccm Barytwasser versetzt 
und etwa 1 Stunde mit kleiner, spiter mit gréBerer Flamme 
destiliert. Das Destillat wurde in einer bestimmten Menge 1/5- 
Schwefelsiiure aufgefangen. a x 0,0236 = Kynurenin, wobei a die 
verbrauchte Menge der n/10-Siiure durch das entwickelte Am- 
moniak ist. 
Versuche. 

1. Mit einer Kynureninlésung. a) 0,049 ¢ Kynurenin- 
sulfat (0,0283 g Kynurenin) in 25 ccm Wasser gelést. Verbrauch: 
1,15 com n/10-Séiure. 0,0270 g = 95,59°/,. 

b) 0,06 g Kynureninsulfat (0,0424 g Kynurenin) in 50 ccm 
Wasser gelést. Verbrauch: 1,7 com n/10-Siure. 0,0401 g = 94,67°/,. 

2. Mit dem Harn eines Kaninchens. 50 ccm Tagesharn 
(insgesamt 192 ccm). Verbrauch: 0,32 ccm n/10-Siure. Wenn 
das hierbei gefundene Ammoniak dem Kynurenin entstammen 
wiirde, so miiBte 0,029 g Kynurenin im ganzen Harn eines Tages 
enthalten sein. 

3. Mit dem Harn eines Kaninchens, das mit Polierreis ge- 
fiittert wurde. 36 ccm eintiigiger Harn wurden auf 200 ccm ver- 
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diinnt. Verbrauch: 0,2 ccm n/10-Siure. Es miiBte also im ganzen 
Harn eines Tages 0,0189 g Kynurenin enthalten sein. 

4. Mit dem Polierreis-Kaninchen-Harn, in dem eine be- 
stimmte Menge Kynureninsulfat gelist wurde. LEintiigiger Harn 
(27 ccm) wurde auf 200 ccm verdiinnt und untersucht. Als Kontrolle 
wurde zuniichst der verdiinnte Harn (50 ccm) fiir sich behandelt. 
Verbrauch: 0,18 com n/10-Séure. Zu 50 com werden dann 
0,05 g Kynureninsulfat (0,0353 g Kynurenin) zugefiigt. Verbrauch 
diesmal 1,62 ccm n/10-Siure: 0,0236 = 0,0340 g Kynurenin 
(96,32 °/,). 

5. Mit dem normalen menschlichen Harn. Von 835 ccm 
Tagesharn eines Mannes wurden 25 ccm destilliert, Verbrauch: 
0,9 com n/10-Siure. Demnach mii8te im ganzen Harn etwa 0,7 ¢ 
Kynurenin enthalten sein, wovon unten die Rede sein wird. 

6. Mit menschlichem Harn, in dem Kynurenin gelést wurde. 
Zunichst wurden von 848 ccm T'agesharn 25 ccm destilliert. Ver- 
brauch: 0,795 ccm n/10-Siéure. Dann wurden in 25 ccm desselben 
Harns 0,1 g Kynureninsulfat (0,0707 g Kynurenin) geldst. Ver- 
brauch dann: 3,64 ccm n/10-Saéure: = 0,06739 = 95,18°/, des 
Zugesetzten. Aus dem oben Geschilderten geht hervor, dab das 
Kynurenin nach unserer Methode aus seiner Lésung zu ungefihr 
95°/, ermittelt wird. 

Als welches Salz wird das Kynurenin im Harn ausgeschieden? 

Nach unseren Untersuchungen unterliegt es keinem Zweitel, 
daB das Kynurenin die Diaminodicarbonsiure Formel IV, S. 4, 
darstellt. 

Es ist aber bisher nicht entschieden, als welches Salz hierbei 
das Kynurenin im Harn auftritt. Zu dieser Ermittlung haben 
wir einige unten aufgefiihrte Versuche an Kaninchen angestellt, 
wobei im Harn mit dem Kynurenin zugleich Kynurensiiure, Natrium, 
Kalium, Calcium und Magnesium”) bestimmt wurden, und zwar 
Kynurenin wie erwahnt nach unserer Methode, Kynurensuure 
nach Capaldi’), Natrium, Kalium, Calcium und Magnesium nach 
Tisdall und Kramer.’) Es wurde auferdem die Gesamtaciditiit 
nach Folin‘) und der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
Der Kiirze halber sind alle Resultate in Tabellen zusammen- 
gestellt: 


*) Die Ammoniakmenge im Harne erfihrt bei der Ausscheidung des 
Kynurenins gewohnlich keine erhebliche Zunahme. 
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Versuch 1. Kérpergewicht 2100 g. 
Vom 14. April Polierreisfiitterung angefangen. 
Am 22. April 2 g Tryptophan subcutan eingespritzt. 












































Gesamt-| Ge- 
Harn-| Aciditit | samt- Kynu- Kynu- 
Datum | .enge| im n/10-] stick- | renin | 72 K Na Ca Mg 
&°! Saure | stoff siiure 
April | ccm ecm g g g g g g g 
21.—22.) 45 | 28,0 10,4752] 0,0434 0,0704 | 0,0142]0,0042} 0,0028 
22,23. 125 | 89,0 | 0,6418] 0,0982 |0,7428| 0,0854 |0,1179]0,0112] 0,0195 
93.—24.1 389 | 33,5 10,5836! 0,0963 0,0802 |0,0253]0,0144] 0,0104 


Versuch 2. Kérpergewicht 2000 g. 
Vom 25, April Polierreisfiitterung angefangen. 
Am 3. Mai 2 g Tryptophan subcutan eingespritzt. 
































































































































2.—8. | 44 | 25,0 | 0,5536 | 0,0765 0,1037 |0,1076] 0,0388] 0,0109 
3.—4.! 112 | 34,5 | 0,7221] 0,1558 |0,6756] 0,1216 |0,1012] 0,0181] 0,0061 
4—5.] 46 | 30,5 | 0,5378] 0,0604 0,1027 | 0,0365] 0,0259] 0,0096 
Versuch 8. K6rpergewicht 1600 g. 
Vom 7. Mai Polierreisfiitterung angefangen. 
Am 12. Mai 2 g Tryptophan subcutan eingespritzt. 
11.—12 24 80,0 | 0,5884 | 0,0614 0,0721 |0,0099}0,0111] 0,0105 
12.—13.] 106 | 58,0 | 0,9381 | 0,7435 ]0,6015] 0,1662 |0,0875| 0,0259] 0,0108 
13.—14.} 85 37,5 | 0,6514 | 0,0850 0,0832 |0,0151]0,0135] 0,0097 
Versuch 4. K6rpergewicht 1500 g. 
Vom 2. Juli Polierreisfiitterung angefangen. 
Am 5. Juli 2,5 g Tryptophan subcutan eingespritzt. 
4.—5. 37 12,4 | 0,4427]0,0255 0,0616 |0,0034]0,0143] 0,0172 
5.—6. | 98 | 24,0 10,8910] 0,9669 ]0,2910] 0,2226 | 0,0471] 0,0123] 0,0061 
6.—T. 25 23,5 | 0,4483 | 0,0161 0,0697 | 0,0055]0,0141 | 0,0079 
Versuch 5. Kérpergewicht 1600 g. 
Vom 20. Oktober Polierreisfiitterung angefangen. 
Am 22. Oktober 3 g Tryptophan subcutan eingespritzt. 
21.—22 19 | 83,0 |0,4651]0,0453 0,0849 |0,0059]0,0012] 0,0183 
22.—23., 99 59,0 | 0,9583 | 1,0288 [0,5115] 0,2391 |0,0987]0,0060/ 0,0217 
23.—24.] 23 31,5 | 0,5268 | 0,0642 0,0721 | 0,0108] 0,0037 | 0,0185 
Versuch 6. Kérpergewicht 1250 g. 
Vom 11. November Polierreisfiitterung angefangen. 
Am 138. November 2,5 g Tryptophan subcutan eingespritzt. 
12.—13,] 80 25,0 | 0,4567 | 0,0349 0,0829 |0,0016 ]0,0063] 0,0259 
13.—14] 64 | 55,0 | 1,0339] 0,9669 | 0,0605] 0,2269 | 0,0157]0,0356] 0,0228 
14.—15,} 40 42,5 | 0,6239 | 0,0859 0,1073 |0,0042|0,0428] 0,0127 
Versuch 7. K6rpergewicht 1200 g. 
Vom 18. November Polierreisfiitterung angefangen. 
Am 20. November 2,5 g Tryptophan subcutan eingespritzt. 
19.—20.] 32 | 26,6 |0,3166] 0,0255 0,0880 | 0,0015]0,0116] 0,0102 
20.—21, 66 46,0 | 0,5408 | 0,9929 [0,1715] 0,2158 | 0,0253 | 0,0209 | 0,0082 
21.—22.| 41 | 33,0 |0,3891] 0,0472 0,0721 | 0,0044]0,0135] 0,0054 
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Wie aus der folgenden Zusammenstellung ersichtlich ist, 
scheint das Kynurenin als saures Kaliumsalz im Harn ausgeschieden 
zu werden, wihrend die Kynurensiiure als Natriumsalz in dem- 
selben auftreten soll. Jedenfails begleitet stets die Kynurenin- 
ausscheidung im Harn eine Kaliumzunahme gerade in einer dem 
sauren Kynureninkaliumsalz ungefihr ‘iquivalenten Menge, wihrend 
die Kynurensiiure von einer ungefiihr entsprechenden Natrium- 


menge begleitet wird. 
Tabelle 1. 
























































Kynuren- Zugenommene Theoretische 
Versuch siuremenge Natriummenge Natriummenge 
& f x 
1 0,7428 0,1036 0,0903 
2 0,6756 0,0836 0,0821 
3 0,6015 0,0775 0,0730 
4 0,2910 0,0437 0,0354 
5 0,5115 0,0928 0,0622 
6 0,0605 0,0141 0,0074 
7 0,1715 0,0238 0,0209 
Tabelle 2. 
Zugenommene | 7, chia . Theoretische | Theoretische 
iret Kynurenin- i Kaliummenge | Kaliummenge 
menge Kaliummenge | 4)5 saures Salz{als neutrales Salz 
aa 8 & — - g 
3 0,6821 0,0940 0,0840 0,1681 
4 0,9414 0,1609 0,1160 0,2320 
5 0,9830 0,1542 0,1211 0,2422 
6 0,9320 0,1440 0,1149 0,2300 
7 0,9674 0,1278 0,1192 0,2384 
Anhang. 


1. Wird das Kynurenin schon im Normalharn ausgeschieden ? 

Der Harn des Menschen oder des Kaninchens entwickelt, 
wie erwihnt, bei der Behandlung nach unserer Bestimmungs- 
methode des Kynurenins stets eine kleine Menge Ammoniak. Die 
Frage, welcher Substanz es entstammt, ist aber nicht ohne weiteres 
zu bestimmen. Da diese Ammoniakmenge bei Tryptophan- 
einverleibung parallel zur Menge desselben zunimmt, ist es nicht 
unwahrscheinlich, daB Kynurenin oder eine kynureninihnliche 
Substanz*) im normalen Harn enthalten ist. Hier seien vor- 





*) Diese Substanz méchten wir vorliufig als Kynureninsubstanz be- 
zeichnen. 
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liufig einige Daten von je elf aufeinanderfolgenden Tagen wieder- 
gegeben, und zwar ist die angegebene Kynureninmenge aus dem 
entwickelten Ammoniak berechnet, natiirlich vorausgesetzt, dab 
das Ammoniak ausschlieBlich dem Kynurenin entstammt. 


I. Versuche an Kaninchen (siimtliche Harne alkalisch). 
Am 4. Tage wurden 0,5 g, am 8. Tage 1,0 g Tryptophan ge- 






































spritzt. 
1. Kérpergewicht 1900 g, Kaninchen, mit Okara erniihrt. 

H 1enge | | | - | cia - 
va eel 196 | 226 | 192 | 178 | 195 | 177 | 199 | 179 | 179 | 192 | 192 
Gefund. | | | | | 

Ammoniak, ¢ ]. i " 
7/10-Siiure 2,607 |2,408 /3,840 [5,447 4,829 8,009 2,189 |5,477 1,915 /1,986 /2,407 

ecm | 
Daraus | | | | | 
Leiner 0,0616'0,0569 0,0908|0,1286 0,1022/0,071 1/0,0517|0,1221 0,0452/0,0340/0,0558 
Kin 2. Versuch verlief hnlich. 
il. Versuche an Menschen (simtliche Harne  sauer). 


3. Kine Frau, 20 Jahre alt, Kérpergewicht 61,5 kg tiiglich mit 
ciner bestimmten Nahrung ernahrt. Am 4. Tage 1,0 g, am 8. Tage 
2,0 ¢ Tryptophan gespritzt. 
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39 jihrigen Manne 


25,990124,703 


| 





0,58338 
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verliet 


4. Kin Mann, 39 Jahre alt, Kérpergewicht 61,5 kg, taglich 
mit einer bestimmten Nahrung erniihrt. 


8. Tage 4,0 ¢ Tryptophan gespritzt. 


Am 4. Tage 3,0 g, am 
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Gefund. 


n/10-Séure 


Kynurenin 








| 





—s 1150 | 1260 | 1025 | 1855 | 1035 | 1250 | 880 | 1825 | 980 | 1195 


| 
j 


| 





Ammoniak, \ log 990/31,248/25,620/51,940125,254|29,00 |28,080160,400|38,844 36,8283 
com | | 
Daraus | | 

berechnet 0,6891/0,7878 0,6049 1,226 eeelonenh 0,6630'1,4262/0,9172/0,8578 0 





























§ | 

Ks ist noch zweifelhaft, ob das Ammoniak, das sich bei Be- 
handlung des Harns nach unserem Verfahren entwickelt, ausschlief- 
lich dem Kynurenin entstammt. Besonders bemerkenswert aber 
ist der Umstand, daB dasselbe bei der Verabreichung einer ver- 
haltnismiBig kleinen Menge Tryptophan schon eine erhebliche 
Zunahme erfaihrt. Dies spricht dafiir, daB wenigstens der be- 
trichtlichste Teil des von uns gefundenen Ammoniaks zum T'rypto- 
phanstoffwechsel eine enge Beziehung besitzt, auBerdem zeigt es 
aber, da8 das Tryptophan nicht so leicht oder nicht so vollstiindig, 
wie bisher angenommen, im Tierkérper verbrannt wird. Nach 
unseren Untersuchungen wird das ‘l'yrosin ebenfalls nicht sehr 
leicht im Tierkérper zerstért, so dai dasselbe auch bei seiner 
Verabreichung in einer kleinen Menge, sogar schon bei gewéhnlicher 
Ernahrung zum Teil in Form von Oxyphenylbrenztraubensiiure 
und Oxyphenylmilchsiure im Harn ausgeschieden wird.*) Vielleicht 
werden die kernhaltigen Aminosiiuren im allgemeinen nicht so 
volistandig, wie man bisher geglaubt hat, im Tierkérper verbrannt. 
+ 2, Die Kynureninsubstanz im Harne bei Darreichung des 
d,l-Tryptophans. 

Nach Matsuoka und Yoshimatsu geht d,l-Tryptophan bei 
seiner Kinfiihrung in den Tierkérper zum Teil in Kynurensiure 
iiber; die Menge der letzteren ist jedoch viel geringer im Ver- 
gleich zur Darreichung vom 1|-Tryptophan. 

Der eine von uns (Kawase) hat gemeinschaftlich mit Suzuki 
einige Versuche ausgefiihrt, um zu entscheiden, inwieweit sich 
l- und d,l-Tryptophan im Kaninchen bei der Bildung der Kynurenin- 
substanz verschieden verhalten. Das zum Versuch gebrauchte 
d,l-Tryptophan wurde durch Erhitzen des 1|-‘Tryptophans mit Baryt- 
wasser im Autoklaven dargestellt. Die Bestimmung der Kynurenin- 
substanz erfolgte nach unserem Verfahren wie oben geschildert. 


*) Von Medes wurde auch dariiber berichtet [J. of biol. Chem. 87, 11 
(1930) und Biochemie. J. 26, 49, (1932)]. 
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Von den Ergebnissen werden einige hier tabellarisch angegeben. 
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— Es zeigt sich, da8 auch d,l-Tryptophan im Tierkérper zu Kynu- 
5 | 1019 reninsubstanz umgewandelt wird, und zwar in viel geringerem 
| Umfang als bei Verwendung der 1-Form, was ebenso fiir die Bil- 
| dung von Kynurensiiure gilt. 
28/37, 16 Versuch 1. Ein Kaninchen, Koérpergewicht 1900 g, tiglich 
| mit 300 g Okara ernihrt. 
| Alle Harne schwach alkalisch, am 4. Tage 0,5 ¢ 1-T'ryptophan, 
78/0,87% am 8. Tag 0,5 g d,l-Tryptophan gespritzt. 
Be Datum | 1.V.| 2.V.| 3.) 4. v.| 5. V.| 6.V.| 7.V.| 8. V.| 9.V.| 10. V.| 11. V. 
" — 197 "185 190 | 175 | 180 | 188 | 150 | 180 (165 | 185 
‘ynurenin- | | | | | 
be: Kynurenin 0,0546 0,0488/0,0565 /0,1097/0,0582'0,0471|0,0538/0,0762/0,0637'|0,0491)0,0563 
er- substanz g | | | 
che Versuch 2. Ein Kaninchen, Kérpergewicht 2200 g, tiglich 
be- | mit 300 g Okara ernihrt. 
to- Harn- g Kynurenin- 
aes Datum | menge|_“P°*: | Reaktion substanz Bemerkungen 
lig, eem | ewicht e 
ich ee ee a 
- 22. V. 210 1010 |schw. alkal. 0,0992 
_ 23. 200 1010 ¥ ss 0,0843 
1er 24, 185 | 1010 ea 0,0957 
ler 25. 240 1010 ‘ ¥ 0,1621 1-Tryptophan 0,5 g 
26. 190 1010 ” “ 0,0978 eingespritzt 
ure 21. 214 | 1010 et 0,0748 
ht 28. 207 | 1010 es ok 0,0684 
" 29. 216 1010 ‘ ‘ 0,1020 d,l-Tryptophan 0,5 g 
| 30. 195 1009 + am 0,0708 eingespritzt 
nt. 1.V. | 254 1008 ” ‘ 0,0894 
ion 2, 211 | 1010 > oa 0,0822 
, 238 1009 ‘s “ 0,1339 d,l-Tryptophan 0,5 g 
, 4, 209 1009 " 0,1184 eingespritzt 
el 5. 210 1009 ‘ " 0,0982 
sn 6. 208 | 1011 | alkalisch 0,1071 
' 7. 208 1010 - 0,2328 1-Tryptophan 0,5 g 
I'- 8. 212 1010 0,1161 eingespritzt 
9. 187 1010 0.1695 
i 10. 205 1010 " 0,162 
h Das Kultusministerium hat uns bei der vorliegenden Unter- 
a suchung eine Unterstiitzung gewihrt; wir sprechen ihm _hierfiir 
a unseren verbindlichsten Dank aus. 
be Literatur. 
‘ - Y. Kotake u. M. Kiyokawa, Diese Z. 195, 147 (1931). 
2, A. Capaldi, Diese Z. 23, 92 (1897). 
t : F. F. Tisdall u. B. Kramer, J. of biol. Chem. 48, 1 (1922). 
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XIV. Mitteilung: Wird das Tryptophan bei subcutaner Darreichung 
nicht zur Ernahrung verwendet? 


Von 
G. Shichiri und H. Sakata. 
Mit 2 Figuren im Text. 


Durch die Untersuchung zahlreicher Autoren in unserem 
Laboratorium ist festgestellt worden, dab das Tryptophan, subcutan 
oder per os angewendet, bei der kiinstlichen Animie der Tiere 
ihre Wiederherstellung deutlich beschleunigt. Merkwiirdigerweise 
iibt aber nach W. Jackson’) bei Ratten das subcutan injizierte 
Tryptophan im Gegensatz zu dem per os gegebenen, keinen giinstigen 
Einflu8B auf die Ernihrung aus. Um diese merkwiirdige Tatsache 
zu erkliren, haben wir es unternommen, von neuem den Versuch 
Jacksons unter anderen Bedingungen auszufiihren, wobei wir vor 
allem der Darreichung bestimmter Mengen Tryptophan unsere 
besondere Aufmerksamkeit zuwendeten. 

Die Nihrmaterialien sind folgende: 


1. Casein: Hammarsten. 

2. Caseinhydrolysat: Das Handelscasein wurde mit 25°/, iger 
Schwefelsiiure durch 18 stiindiges Kochen vollsttindig hydrolysiert. Die 
Spaltungsfliissigkeit wurde nach der Entfernung der Schwefelsiure unter 
vermindertem Druck zur Trockne eingedampft, dann mit einer bestimmten 
Menge Stiirke versetzt und pulverisiert. In dem auf diese Weise bereiteten 
Pulver von 65 g Gesamtgewicht waren 16 g Caseinhydrolysat, dessen 
Stickstoffgehalt 15 g Casein entspricht, scwie 49 g Stirke enthalten. 

8. Butter: Das Handelsmaterial wurde mittels Ather gereinigt und 
der Ather volistindig verjagt. 

4. Salze: Osbornesches Salzgemisch wurde benutzt. 

5, Tryptophan, Tyrosin und Cystin: Alle wurden in unserem 
Laboratorium hergestellt und zwar durch Spaltung des Handelscaseins. 

Als Nahrung wurde es aus den geschilderten Materialien wie folgt 
zusammengesetzt (vgl. T'abelle, S. 15). 

Da wir unter den tryptophanfreien Nahrungen das Rezept B wegen 
seiner sauren Reaktion als nicht geeignet fanden, benutzten wir spiiter 
stets das Rezept C. 

Zum Zweck der Vitamin C-Lieferung wurde den Tierchen von Zeit 
zu Zeit ein PreBsaft von frischen Orangen verabreicht. 


Zum Versuch dienten Ratten von ein und derselben Mutter. 
Die Nahrungsmenge, die von den einzelnen Tierchen verzehrt 
wurde, wurde jeden Tag genau gemessen und dadurch vorsichtig 
moglichst gleichmiéBig ernihrt. Da die Versuche im Winter durch- 








1) J. of biol. Chem. 73, 523 (1927). 
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Standard- Tryptophanfreie Nahrung 
nahrung in g |” in g 
A B | C 
Casein . . 1B ,0 — | _ 
Caseinbydrolysat 16,0 16,0 
Stirke 48,0 49,0 49,0 
Butter . . 14,0 12,0 12,0 
Milchzucker 20,5 sia 
Rohrzucker — 20,0 20,0 
Salzgemisch ‘ 2,0 2,0 2,0 
Natriumbicarbonat . se ale 2.0 
Cystin — 0,3 0,3 
Tyrosin. . — 0,3 0,3 
Oryzanin (kiiuf liches) . 0,5 0,5 0,5 
Wasser . ape 100,0 100,0 100,0 
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Fig. 1. A = Caseinnahrung. Bu. C = Tryptophanfreie Nahrung. 


gefihrt wurden, legten wir besonderen Wert darauf, das Zimmer, 


worin die Tierchen sich aufhielten, stets warm zu halten. 


Der Kiirze halber méchten wir alle Daten in Kurven angeben, 
denen Fig. 1 die Ergebnisse aus den Kontrollversuchen und 
Fig. 2 diejenigen aus den eigentlichen Versuchen enthalten. 


von 








16 G. Shichiri und H. Sakata, 


Aus den Kurven ist ersichtlich, dab das Tryptephan auch bei 
subcutaner Verwendung fiir Ernihrung von Ratten einen giinstigen 
HinfluB ausibt. 

Der Grund der Abweichung unserer Resultate von denen 
Jacksons ist vielleicht hauptsiichlich darin zu suchen, daB die 
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Fig. 2. 

A = Caseinnahrung. 
Bu. C = Tryptophanfreie Nahrung, 
T; a me we + 1mg Tryptophan alle 2 Tage subcutan. 
7". = - - + 1mg ” jeden Tag ” 
7; = 7) . + 2mg ” ’° 39 9 
vig - ” .° + 4mg i) oe) 9 ” 


vom genannten Autor verwendete Tryptophanmenge von Anfang 
an ziemlich groB war, wihrend wir unter allmahlichem Ansteigen- 
lassen im Anfang nur eine geringe Menge verwendeten, so daB dadurch 
das Tierchen vielleicht einem schiidlichen Reiz entgangen ist. 
Jedenfalls scheint es immer schwer zu sein, bei Ratten ihren ganzen 
Tryptophanbedarf auf subcutanem Wege zu decken. 
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XV. Mitteilung. Uber den Einflu8 des Tryptophans 
und seiner physiologischen Stoffwechselprodukte 
auf die Entwicklung der Hefe. 


Von 


J. Saito. 


Die Entwicklung der Hefe erfabrt bekanntlich durch gewisse 
Stoffe eine deutliche Verinderung. Vor allem ist bemerkenswert, 
daB das Rohpriiparat des Vitamin B einen solchen Stoff enthilt, 
der beim Zusatz in kleiner Menge die Hefeentwicklung stark be- 
schleunigt.4) U.Suzuki?) gewann durch Spaltung des Rohoryzanins 
mittels verdiinnter Siure zwei Siuren, a- und f#-Siure genannt. 
Spiiter bereitete B. Suzuki’) ebenfalls aus Rohoryzanin ein Pulver, 
das auf das Hefewachstum stark beschleunigend wirkt. Zur selben 
Zeit fand er, dab das Pulver bei der Spaltung mittels verdiinnter 
Siiure die @-Siure liefert. Die Konstitution der f-Siure wurde 
durch ihre Synthese von Sahashi4) als 2-6-Dioxy-Chinolin-4-carbon- 
siiure erkannt. Yamamoto) fihrteim Laboratorium von U. Suzuki 
zahlreiche Hefeversuche mit f#-Saéure und anderen organischen 
Substanzen durch und fand, daB nur die f-Siure und ihr Ester 
die Hefeentwicklung begiinstigen. 

In der folgenden Mitteilung berichte ich iiber Versuche, die fest- 
stellen sollten, wie die Hefe sich gegen solche Stoffe verhilt, die mit 
Tryptophan in enger physiologischer Beziehung stehen. Sie zu 
priifen hielt ich deswegen fiir notwendig, weil die Kynurensiure, 
die im Organismus aus dem Tryptophan gebildet wird, nach ihrer 
Konstitution der sogenannten f#-Siure nahe steht. Hierbei habe 
ich auch nicht versiumt, den genannten Versuch mit unserem 
Kynurenin, einer Vorstufe der Kynurensiiure, auszufiihren. 


Experimentelles. 


1. Als Hefe wurde eine gewéhnliche Art verwendet und zwar wurde 
sie vor dem Gebrauch in unserem Laboratorium 48 Stunden auf einem 
Koji-Agar-Nahrboden geziichtet. , 

2. Eine aus dem Nihrboden gefischte Ose Hefe wurde in sterilisiertes 
Wasser eingebracht, durch starkes Durchschiitteln fein verteilt und als 
Impfmaterial benutzt. 

3. Als Grundnidhrfliissigkeit wurde stets Hayducksche Lésung, natiir- 
lich nach Sterilisation, benutzt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIV. 2 








Versuch mit 0,01°/,iger Lésung. 


J. Saito, 


Kynurenin. 
Tabelle 1. 








om, 





HEOOnN> HBNan> 


Hyanp 


A 
B 
E 
A 
B 
E 
A 
B 
E 
A 
B 
E 





















































Nach 24 Stunden Nach 48 Stunden 
| =. oe | hUF Z G | Vv 
| 91 | mi | 0,0015 117 an 0,0020 
! 92 | — | 0,0018 119 — | 0,0025 
530 | ++ =| 0,0065 1512 | ++4 | 0,0175 
— 545 | + | 0,0070 1565 |; ++-+4 | 0,0200 
| TR ad ake 0,0005 22 — | 06,0005 
Nach 72 Stunden Nach 96 Stunden 
| 17 | + 0,0020 119 +. | 0,0020 
| 134 | +} 0,0025 134 + | 0,0025 
| 1788 | -+ 0,0240 2127 | +++ | 0,0335 
| 2175 } +++] 0,0340 2755 | +++] 0,0425 
a Pe 0,0005 21 on 0,0005 
Nach 120 Stunden Nach 144 Stunden 
ut {| — 0,0020 112 — 0,0018 
130 | — 0,0025 122 — 0,0025 
2475 | ++ 0,0380 2447 +- 0,0870 
3220 | +++] 0,0445 2597 4. 0,0420 
ae 0,0005 19 ae 0,0005 
Nach 168 Stunden 
|} 10 , — 0,0017 
> a 0,0025 
2300 +--+ | 0,0855 
2482 +--+ | 0,0370 
| 19 — | 0,0005 
Tabelle 2. 
Versuch mit 0,01°/,iger Lésung. 
Nach 24 Stunden Nach 48 Stunden 
| 167 — | 0,0025 199 + 0,0030 
| 178 — | 0,0025 217 — 0,0035 
| 35 — | 0,0007 35 — 0,0007 
Nach 72 Stunden Nach 96 Stunden 
| 191 + | 0,0030 189 + 0,0030 
| 225 + 0,0040 232 + 0,0040 
| 37 — 0,0007 37 ~ 0,0007 
Nach 120 Stunden Nach 144 Stunden 
194 — | 0,0030 206 _ 0,0031 
| 239 — |! 0,0040 340 — 0,0040 
| 37 — | 0,0007 37 _ 0,0007 
Nach 168 Stunden 
| 211 — | 0,0032 
| 330 | — 0,0041 
| 87 | — | 0,0007 
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Tabelle 3. 


Versuch mit 0,03°/,iger Lésung. 











ole e 


= 


A 
B 
E 
A 
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Nach 24 Stunden 



































Nach 48 Stunden 








Z| G@ | Vv 
i31 | — | 0,0024 
138 | | 0,0026 
1425 | +--+ | 0,0175 
1462 | +-+ | 0,0225 
24 | — | 0,005 
Nach 96 Stunden 
_ + | 0,0025 
209. | -L 0,0035 
2056 | -i----+- | 0,0865 
2087 | +++] 0,0365 
23 CO adi 0,0005 
Nach 144 Stunden 
153 si 0,0025 
re x 0,0085 
2080 bn of 0,0355 
2276 | +-+ | 0,0400 
pon 0,0002 











Nach 48 Stunden 


245 + | 0,0037 

270 — | 0,0038 

44 — | 0,0009 
Nach 96 Stunden 

340 4 0,0060 

382 + | 0,0065 

43 | — | 0,0010 
Nach 144 Stunden 

346 | — | 0,0060 

382 | — | 0,0065 

42 | 0 0,0010 


Zz | @ | Vv 

=) = 0,0017 

si «+ 0,0020 

382 | + 0,0065 

360 |; + 0,0060 

24406) — 0,0005 
Nach 72 Stunden 

| 152 — | 0,025 

169 — | 0,0030 

1144 ++ | 0,0305 

1987 os | 9,0325 

23 _ | 0,0005 
Nach 120 Stunden 

167 A 0,0027 

258 + 0,0040 

2045 | +-+-- | 0,0360 

2375 | -+-+-+] 0,0415 

| 98 - 0,0005 
Nach 168 Stunden 

143 | — 0,0025 

184 | — 0,0032 

1997 | oh 0,0350 

202 | + 0,0370 

Si. 0,0005 

Tabelle 4. 
Versuch mit 0,003°/,iger Loésung. 

Nach 24 Stunden 

| 240 | — | 0,0087 

} 21 | — 0,0038 

_— 2 0,0007 
Nach 72 Stunden 

325 4. 0,0057 

340 + 0,0060 

44 — | 0,0010 
Nae, .20 Stunden 

35t — 0,0060 

373 —_ 0,0065 

42 _ 0,0010 
Nach 168 Stunden 

| 320 | — 0,0054 

| 885 | 0,0070 

42 — 0,0010 











J. Saito, 


Tryptophan. 
Tabelle 5. 


Versuch mit 0,01°/,iger Lésung. 








Nach 24 Stunden 
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Hy t+ 4 


101 
100 
808 
812 

27 








Nach 72 Stunden 


++ 
Hp 
4+ 


Nach 144 


101 
100 
1528 
1657 








31 


86 
84 
1328 
1484 








30 


101 
100 
463 
452 








25 


97 
98 
1473 
1588 
24 


4. 
= 


Stunden 


“t+ 
= 
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Nach 144 Stunden 


87 
86 
285 
1150 








22 


0,0012 
0,0012 
0,0120 
0,0120 
0,0005 





0,0015 
0,0015 
0,0260 
0,0280 
0,0005 





0,00138 
0,0018 
0,0210 
0,0230 








0,0005 


Tabelle 6. 
Versuch mit 0,05°/,iger Lésung. 


Nach 24 Stunden 


0,0015 
0,0015 
0,0070 
0,0070 
0,0005 





0,0015 
0,0015 
0,0270 
0,0280 
0,0005 


0,0018 
0,0013 
0,0250 
0,0240 
0,0005 
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Nach 48 Stunden 








117 
112 
1633 
1616 








80 


Nach 120 Stunden 


95 
108 
2115 
2293 
30 


Nach 16 


58 
58 
1036 
1048 
30 
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Nach 48 Stunden 
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89 
1208 
1238 
25 
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Nach 120 Stunden 


96 
95 
1508 
1498 
23 


Nach 16 
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+ 
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8 Stunden 


: 3 
a 

















2 0S 2 


0,0015 
0,0015 
0,0250 
0,0250 
0,0005 


0,0015 
0,0015 
0,0300 
0,0310 
0,0005 


0,0008 
0,0008 
0,0180 
0,0180 
0,0005 


0,0015 
0,0015 
0,0250 
0,0250 
0,0005 


0,0015 
0,0015 
0,0300 
0,0290 
0,0005 


0,0010 
0,0012 
0,0245 
0,0235 
0,0005 
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4, Bei der Kultivierung wurden 5 Proben bei jedem Versuch neben- 
einander durchgefiihrt, indem sie bei 25° stehengelassen und alle 24 Stunden 
der Untersuchung unterworfen wurden, wie folgt: 


A. Hayducksche Lésung 8,0cem, Hefesuspension, destilliertes Wasser 
je 1,0 ccm. 

B. Zu untersuchende Substanz in Hayduckscher Lésung 8,0 ccm, 
Hefesuspension 1,0 ccm, destilliertes Wasser 1,0 ccm. 


C. Hayducksche Lésung 8,0 cem, Hefesuspension 1,0 cem, 0,1°/, Oryz- 
aninlésung 1,0 ccm. 


D. Zu untersuchende Substanz in Hayduckscher Liésung 8,0 cem, 
Hefesuspension 1,0 ccm. 


E. Hefesuspension 1,0 cem, destilliertes Wasser 9,0 ccm. 


5. Als MaB der Hefeentwicklung habe ich einerseits die Hefezellen 
in einem bestimmten Raum gezihlt, was mit Hilfe des Thoma-Zeiss erfolgte, 
anderseits das Hefevolumen ermittelt, was i: einem graduierten Spitzglas 
nach Zentrifugierung erzielt wurde. 


Kynureninversuch. Das Kynurenin wurde aus dem Harn 
eines mit Polierreis ernihrten Kaninchens, dem Tryptophan ein- 
vespritzt wurde, hergestellt.*) 

Zum Versuch wurde das gereinigte Kynurenin zu 0,01 und 
0,03°/, in Hayduckscher Liésung gelést. In den Tabellen 1—4 
hedeutet Z = Zellzahl, G= Intensitit der Gasentwicklung, V = Hefe- 
volumen. 


Zusammenfassung. 

Kynurenin iibt auf das Hefewachstum eine fordernde Wirkung 
aus. ‘Tryptophan, Kynurensiure und Kynurin sind wirkungslos. 
Der Kiirze halber verzichten wir auf die Wiedergabe der einzelnen 
Zahlen. 


Literatur. 
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XVI. Mitteilung: Wher den Einflu8 des Kynurenins auf die Erndhrung 
und experimentelle Anamie. 


Von 


N. Iwakura, 8. Otani und T. Taniguchi.') 


Mit 2 Figuren im Text. 


Aus den bisher publizierten Untersuchungen?) die zum ‘Teil 
in unserem Laboratorium ausgefiihrt worden sind, geht hervor, 
da8 Tryptophan, als solches einverleibt, einerseits auf die Erniih- 
rung, anderseits gegen die experimentelle Aniimie eine giinstige 
Wirkung ausiibt. Da aber Kynurenin*), das von Prof. Kotake 
und Matsuoka u. a. als ein Zwischenprodukt des Tryptophan- 
stoffwechsels erkannt wurde, keinen Indolring mehr besitzt, ist 
es moéglich, daB es bei der Ernihrung und Animie nicht mehr 
wie Tryptophan wirkt. Um dafiir eine experimentelle Grundlage 
zu geben, haben wir folgende Versuche ausgefiihrt. 


I. Ernahrungsversuche. 


Wir bedienten uns der Ratte als Versuchstier und folgender Ernihrungs- 
materialien: 

1. Casein, Butter, Rohrzucker, Agar-Agar und Rohoryzaninlésung. 
Es wurden gewéhnliche Handelsmaterialien benutzt. 

2. Caseinhydrolysat: Das Casein wurde siurehydrolysiert und nach 
Beseitigung der Siure im Vakuum zum Sirup eingedampft, mit einer be- 
stimmten Menge Stirke versetzt und bei 90° getrocknet. 

3. Kynurenin. Dieses wurde aus dem Harn eines mit Polierreis er 
nihrten Kaninchens, dem Tryptophan einverleibt wurde, dargestellt. 

4, 1-Tryptophan, 1-Cystin und 1-Tyrosin. Sie wurden bei uns durch 
EiweiBhydrolyse hergestellt und gereinigt. 

5. Osbornesches Salzgemisch. - 

Das Tier wurde im Drahtkifig mit besonderer Vorsicht bei Zimmer- 
temperatur gehalten, wobei es alle 4 Tage gewogen wurde. Als Nahrung 
wurden folgende 4 Arten aus den oben erwihnten Materialien zusammen- 
gesetzt. 


1) Uber unsere Versuche wurde schon vor 2 Jahren in der hiesigen 
medizinischen Gesellschaft berichtet. Dasselbe Resultat ist auch neuerdings 
von Jackson u. Jackson jr. mitgeteilt worden. ‘J. of biol. Chem. 96, 
697 (1932)]. 

*) Y. Kotake, Diese Z. 195, 139 (1931). 

5) Y. Kotake, ebenda. 
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A B C D 
Ing —_ SE iene 
| Cee@M ss sss s 18,0 
Caseinhydrolysat . . 14,4 
Cystin . .* 3 0,3 
Tyromm ..... 0,3 B B 
Stirke. 2... 57,5 60,5 
Rohrzucker . . . . 10,0 10,0 + 0,3°/, + 0,3°/, 
a 2,0 2,0 1-Tryptophan | 1-Kynurenin 
Agar-Agar ... . 2,0 2,0 
Me ke we 10,0 10,0 
ail Oryzauin — 0,5 0,5 
or, i Der Kiirze halber haben wir alle Daten in den Figg. 1 und 2 
h- zusammengetaBt. 
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Fig. 1. (Kontrolle). Fig. 2. Versuch). 


Caseinnahrung. 
Caseinhydrolysatnahrung. 
C’ + 0,3°/, 1-Tryptophan. 
Cc’ + 0,39, 1l-Kynurenin. 


C = Caseinnahrung. 


Cc 

Cc’ 
[ 
K 


II. Versuche bei kinstlicher Anamie. 

Es sind auch hier unsere Resultate kurz in einer Tabelle 
angegeben, und zwar wurde bei dieser Untersuchung eine kiinst- 
liche Animie durch Einspritzen von Phenylhydrazin erzeugt. Als 
Versuchstiere dienten stets Kaninchen. Zwei andere Versuche, 
bei denen je 5mal 0,2g¢ Kynurenin mit je einem Tag Zwischen- 
raum gegeben wurde, verliefen abnlich. 


N. Iwakura, S. Otani und T. Taniguchi, 














Erythro- | Himo- Erythro- Himo- 
Tace zyten- globin- Farb- zyten- globin- Farb- 
& zahl gehalt index zahl gehalt | index 
(Million) (9/0) (Million) (°/o) 








Kynureninversuch, (Am 5.,, 7, 
und 9. Tage wurden je 0,3 g 
Kontrolle. Kynurenin subcutan gespritzt. 


Vor dem 
Experiment 634,4 115,0 704,8 115,0 


Anidmisierung. Animisierung. 


581,4 82,8 509,6 96,2 
436,4 62,4 407,8 80,0 
332.4 51,2 390,0 61,2 
301,2 45,2 360,0 51,2 
324.4 48,8 884,0 52,5 
330,4 53,2 423.2 55,0 
356,2 59,2 436,3 66,2 
405,4 62,4 482.0 71,0 
440,2 67,4 470,2 78,7 
460,2 71,6 501,4 82,5 


SOW alo Om De 


603,0 96,4 687,4 109,2 
621,4 96,8 693,4 110,4 
648,2 110,2 709,0 112,8 
648,8 108,6 728,2 114,0 
639,2 114,8 740,9 115,2 
653,6 | 117,2 























| Erythro- | Hémo- ic. Erythro- Himo- Retic. 
zytenzahl|_ globin- zytenzahl | globin- | Erythro- 
(Million) | gehalt (°/,) ¥ (Million) | gehalt (°/,) | zyten (°/,) 

















Kontrolle. Tryptophanversuch. 
762 $2 133 75 
712 83 1734 73 
713 85 157 73 


Animisierung. Animisierung. 
446 418 
253 270 
276 303 
409 412 
452 483 
474 537 
519 612 
518 683 
548 735 
585 
637 
715 
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SchluB, 


Das Kynurenin ist bei der Ernihrung nicht mehr imstande, 
das Tryptophan zu ersetzen, ebensowenig wirkt es bei experi- 
menteller Animie. 


XVII. Mitteilung: Kleinere Mitteilungen. 
1. Eine Abanderung der Halogenreaktion') des Tryptophans. 


Von 


Y. Kotake. 

Bei den Untersuchungen iiber den intermediiiren Stoffwechsel 
des Tryptophans im Tierkérper wurde seine bekannte Halogen- 
reaktion abgeindert. Diese Abanderung gestattet selbst in einer 
stark gefirbten Fliissigkeit die genannte Aminosiiure mit Sicher- 
heit nachzuweisen. Es ist auch bemerkenswert, dab der Farbstoff, 
der bei dieser Ausfiihrung der Reaktion auftritt, in seinen Kigen- 
schaften, insbesondere in der Loslichkeit, dem spektroskopischen 
Bild und dem Verhalten gegen Alkalien (schnelles Abblassen!) 
dem sogenannten Urorosein stark fhnelt. Die Ausfiihrung ist 
foleende: 

Eine Tryptophanlésung wird durch Zusatz einiger 'lropfen 
verdiinnter Schwefelsiiure oder Salzsiiure angesiiuert, mit einer 
Jod—Jodkaliumlésung versetzt und eine Weile zum Sieden erhitzt, 
wobei sich tiberschiissiges Jod mit dem Wasserdampf verfliichtigt; 
es tritt mit griiner Fluorescenz rotviolette Fiarbung auf. Der Farb- 
stoff 14Bt sich leicht mit Amylalkohol ausziehen und zeigt bei 


spektroskopischer Untersuchung einen Absorptionsstreifen zwischen 
0 und EK, nahe an K. 


2. Uber das Schicksal des Aminoacetophenons im Tierkorper. 
Von 


S. Inagaki. 


Kynurenin geht im Reagenzglas bei Spaltung mittels Alkali- 
carbonats oder verdiinnten Baryts in Kynurensiure und o-Amino- 
1) Tiedemann u. Gmelin, Die Verdauung nach Versuchen (Heidel- 
berg u. Leipzig) (1826), zitiert nach Ber. chem. Ges. 40, 2737 (1907). 
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acetophenon itiber, was von Prof. Kotake und M. Kiyokawa)) 
bewiesen wurde. Eine solche Spaltung kénnte auch im Tierkiérper 
stattfinden. Wenigstens ist die Kynurensiiurebildung mit Sicher- 
heit nachgewiesen. Daf o-Aminoacetophenon hierbei in einer 
kleinen Menge gebildet wird, ist auch méglich. Es ist daher nicht 
ohne Interesse, das Verhalten des o-Aminoacetophenons im Tier- 
kérper zu studieren. 

Das zum Versuch gebrauchte o-Aminoacetophenon wurde 
durch Reduktion des o-Nitroacetophenons dargestellt, welch letzteres 
nach Gevekoht?) aus Natracetessigester und o-Nitrobenzoylchlorid 
synthetisiert wurde, was schon friiher von Kotake und Kiyokawa‘*) 
ausgefiihrt worden war. 

Die Reinigung des o-Aminoacetophenons erfolgte durch Uber- 
fiihrung in sein Chlorhydrat. Sein Schmelzpunkt lag bei 264 
bis 265°. 

2¢ Chlorhydrat wurden in Wasser gelést (10°/,), mit Natrium- 
carbonat neutralisiert und Kaninchen unter die Haut eingespritzt. 
Der wiihrend 24 Stunden gelassene Harn wurde unter Vermeidung 
von Faulnis gesammelt und wie folgt behandelt: 

Kr wurde durch Zusatz von Natriumcarbonatlésung alkalisch 
gemacht und im Sutoschen Apparat ausgeiithert. Der abgetrennte 
Ather lieB beim Verdunsten eine kleine Menge Ol zuriick, das 
einen jasminartigen, angenehmen Geruch verbreitete. Es wurde 
ins krystallinische Chlorhydrat iibergefiihrt, das bei 264° schmolz 
und gemischt mit dem urspriinglichen Material keine Schmelz- 
punktsdepression zeigte. Demnach wird das einverleibte o-Amino- 
acetophenon zum geringen Teil unveriindert als solches im Harn 
ausgeschieden. 

Die Mutterlauge wurde nun mit 25°/, iger Schwefelsiiure bis 
zu gerade kongosaurer Reaktion versctat und mit Ather aus- 
geschiittelt. Der Ather zeigte hierbei eine rotviolette Fluorescenz 
und lie8B beim Verdunsten eine geringe Menge krystallinische 
Substanz zuriick. 

Zur Reinigung wurde diese nach der Vorschrift von T. Sasaki*) 
behandelt. Die gereinigte Siure schmolz bei 129°, schmeckte sii, 
und ihre itherische Lésung zeigte eine intensive Fluorescenz. Hs 


1) Y. Kotake u. M. Kiyokawa, Diese Z. 195, 139 (1931). 

*) H. Gevekoht, Ber. chem. Ges. 15, 2084 (1882), und Liebigs Ann. 221, 
323 (1883). 

3) Y. Kotake u. M. Kiyokawa, Diese Z. 195, 139 (1931). 

4) T. Sasaki, J. of Biochem. 2, 251 (1923). 
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ist also héchstwahrscheinlich, da Anthranilsiiure vorlag, wenn 
auch der Schmelzpunkt etwas niedriger lag. 

Die angesiuerte Mutterlauge wurde nun mit Natriumcarbonat 
neutralisiert und mit Bleiacetat gefillt. Das Filtrat, das eine 
starke Linksdrehung zeigte, wurde jetzt mit Bleiessig versetzt, 
wobei sich der optisch aktive Stoff niederschlug. Da es mir 
infolgedessen als wahrscheinlich erschien, da’ eine gepaarte Glu- 
curonsiiureverbindung im Niederschlag enthalten sei, probierte ich 
es wiederholt, sie als ein krystallinisches Salz zu isolieren. Es 
ist mir aber bisher nicht gelungen. 

Der Bleiessigniederschlag wurde durch Schwefelwasserstoff 
zersetzt, filtriert, und das auf etwa 70 ccm eingeengte Filtrat 
dann mit Schwefelsiure zu einem Gehalt von etwa 5°/, versetzt 
und 5 Stunden lang unter RiickfluBkiihlung auf dem Sandbad er- 
hitzt. Die dunkelgelb gefarbte Spaltungsfliissigkeit wurde im oben 
genannten Extraktionsapparat ausgeiithert und aus dem Ather, 
der ebenfalls gelb gefirbt war, durch Verjagen des Athers eine 
gelbe krystallinische Substanz gewonnen. Sie wurde in wenig 
Alkohol gelést, vorsichtig mit wenig Wasser versetzt und langsam 
auf dem Wasserbad fast zur Trockne eingedampft. 

Die beim Stehenlassen ausgeschiedene, ebenfalls gelb gefirbte 
Substanz zeigte sich makroskopisch nadelférmig; unter dem Mikro- 
skop aber schien sie federartig verzweigt. Sie war in kaltem 
Wasser schwer loéslich, aber leicht léslich in warmem Wasser. 
Auch in Alkohol und Ather war sie léslich. Die Lésung reagierte 
neutral, Ihre optische EKigenschaft lieB sich infolge der Stérung 
durch die Farbe nicht bestimmen. Die einmalige Ausbeute im 
giinstigsten Fall betrug 0,05 g. Die vollstiindig gereinigte Substanz 
schmolz bei 175—176°. 

3,156 mg gaben bei 25,0° und 764 mm Hg 0,282 cem N. 

C,H,,NO Ber. N 10,21 Gef. N=10,29. 

Es kann also wohl keinem Zweifel mehr unterliegen, dab 
die Substanz o-Aminophenylithylearbinol war. (2-)H,N-C,H, 
-CH(OH)CH, (1). 

Bei einem Versuch konnte ich beim Ausithern des alkalischen 
Harns eine relativ groBe Menge o-Aminophenylmethylcarbinol als 
solches mit dem unveriindert ausgeschiedenen o-Aminoacetophenon 
isolieren. Das erstere ist vielleicht durch eine spontane Spaltung 
der gepaarten Verbindung entstanden. Die Identifizierung des 

0-Aminophenylmethylcarbinols erfolgte durch Schmelzpunkts- und 
Stickstoftbestimmung. 
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3,197 mg gaben bei 25° und 756,9 mm Hg 0,281 cem N. 
C,H,,NO . Ber N 10,21 Gef. N 10,03. 

Die mit Ather erschépfte saure Mutterlauge wurde dann mit 
Baryt von der Schwefelsiure befreit und auf dem Wasserbade zu 
einer kleinen Menge eingedampft. Die Fliissigkeit zeigte eine 
intensive Trommersche Probe, drehte nach rechts und gab die 
Phloreglucin-Salzsiureprobe. Es wird also in der Fliissigkeit 
d-Glucuronsiiure enthalten sein. 

Wie aus dem Geschilderten hervorgeht, wird o-Aminoaceto- 
phenon zum Teil zu Anthranilsiiure oxydiert, zum Teil zu o-Amino- 
phenylmethylcarbinol reduziert, wobei dieses mit Glucuronsiure 
eine gepaarte Verbindung eingeht. Das Verhalten des Amino- 
acetophenons entspricht also im wesentlichen demjenigen des 
Acetophenons im Tierkérper, was schon von Thierfelder und 
Daiber') untersucht wurde. 


3. Wher den Einflu8 der Konfiguration bei Indolbildung 
aus Indolmilchsaure durch Bakterien. 


Von 
J. Saito. 


Ks ist schon lange bekannt, dai gewisse Bakterien aus 
Tryptophan Indol zu bilden vermégen. Nach den Untersuchungen 
Friebers’) waren von verschiedenen Indolreaktionen einzelne nicht 
ausschlieBlich ans Indol gekoppelt. Z. B. reagiert Aldehydreagens 
(Ehrlich) ausschlieBlich mit Indol (oder a-Methylindol), wihrend 
Nitritreagens (Salkowski) auch bei Indolessigsiure und Indol- 
brenztraubensiure positiv ausfallt. 

Nach Frieber?) werden 1-Tryptophan und Glycyltryptophan 
unter Indolbildung und Methyltryptophan unter Methylindolbildung 
durch Bakterien gespalten, wihrend hierbei aus anderen Indol- 
abkémmlingen z. B. aus Indolbrenztraubensiure keine Indolbildung 
mehr nachweisbar ist. d,l-Tryptophan wird nach Takata’) durch 
Colibakterien zu Indol gespalten. 

Aus den Untersuchungen von Ichihara und Iwakura*) 
in unserem Laboratorium ergibt sich, dab d-Indolmilchsiure wabr- 
scheinlich die dem 1-Tryptophan entsprechende Konfiguration be- 
sitzt. Vor allem spricht dafiir, daB d-Indolmilchsiure im Vergleich 





1) Diese Z. 130, 381 (1923). *) Z. f. Bakt. 87, 254 (1921). 
3) Med. Zeitung (Japan) 1112, 193 (1923). *) Diese Z. 195, 139 (1931). 
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gur 1-Form viel leichter im Tierkérper der Zersetzung oder der 
Umwandlung anheimfallt. Dementsprechend war d,l-Indolmilch- 
siure imstande, bei der Ernihrung der Ratten Tryptophan zu 
ersetzen, wihrend die l-Form sich hierbei ganz wertlos zeigte. 

Um in dieser Beziehung eine weitere Stiitze zu finden, habe 
ich die Zersetzung der d,l- und 1-Indolmilchsiiure durch Bakte- 
rien vergleichend studiert. Zu diesem Zweck dienten folgende 
Bakterien: 

Coli, Stamm I, I, III, 1V, V und Paratyphus A. 

Die hierbei benutzte Nihrfliissigkeit wurde nach Zipfel') wie folgt 
zusammengesetzt : 
Magnesiumsulfat . . 
Aqua destillata.. . 


Asparagin 
Ammoniumlactat 
Dikaliumphosphat... . 2,0¢ 


0,2 g 
1000 ecm 


Als Indolreaktionen wurden die folgenden benutzt. 
1. Methode nach Ehrlich und Béhme?) 
2. - » Kovacs’) 
8. » » Kitasato und Salkowski‘) 


Versuchi. Mit Pepton. 
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f. Bakt. 67, 572 (1913). 
*”) Z. f. Imm. 66, 311 (1928). 
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1-Tryptophan (0,03°/, in Zipfelscher Lé 


m 


sung). 





2) Z. f. Bakt. 40, 129 (1906). 
*) Z. f. Hyg. 7, 515 (1889). 





Versuch 5. 


S. Otani, 
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Versuch 6. 
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SchluBfolgerungen. 


1. d,l-Indolmilchsiure wird in Gegenwart einer geeigneten 
Stickstoffquelle durch Colibakterien unter Bildung des Indols 
gespalten. 

2. 1-Indolmilchsiure wird unter denselben Bedingungen durch 
Bakterien nicht zu Indol zersetzt. 

3. Indolbrenztraubensiure wird im Gegensatz zu Zipfels 
Beobachtung wenigstens durch frische Colibakterien wohl unter 
Indolbildung gespalten. 


4. Abfangung des Acetaldehyds mittels Aminosduren 
bei der Hefegarung. 


Von 


S. Otani. 


Beim Studium der Tryptophanspaltung durch Hefe (Willia 
anomala) unter bestimmten Bedingungen habe ich eine Substanz 
isoliert, die durch ihre Eigenschaften, ihre Stickstoffbestimmung 
und Synthese als eine Athylenverbindung des Tryptophans er- 
kannt wurde. 


H 
Cc 
ZN 
HG G—C—CH,—CH—COOH 


| | | 
HO C CH N 


. 2 2 | 
N CH—CH, 
H 4H 
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Als Nahrfliissigkeit der Hefe wurde nach Shichiri und 


—— — Kiyokowa}) folgende Lésung bereitet. 

‘icht Rohrzucker ..... 50,0 g¢ Mee... ss 0,25 g 
‘impft i.) re 3,0 g i re 0,25 g 
aa aS: 2,0 ¢ Leitungswasser. 1000 ccm 


In 500 ccm dieser Lisung wurde 1,0 g Tryptophan geldst. 
Das Gemisch wurde nach Sterilisation im Kochschen Dampftopf 
mit einer Ose Hefe aus Koji-Agar-Kultur geimpft und bei 25 bis 
30° aufbewahrt, wobei sich die Hefe bald unter Bildung einer 
Haut an der Oberfliiche sehr gut entwickelte. Sie wog nach 
einem Monate beim Unterbrechen 2,32 g (getrocknet). 

Die von der Hefe getrennte Fliissigkeit reagierte ziemlich 
stark sauer, gab keine Bromreaktion mehr, die 'rommersche 
Reaktion war jedoch stark positiv. Die Lésung wurde unter ver- 
mindertem Druck zum Sirup eingedampft. Hierbei schied sich 


neten 

sdole eine in Nadeln krystallisierende Substanz mit anorganischen Salzen 
aus. Sie wurde mit heiBem Alkohol aufgenommen und der Alkohol 

bench im Vakuum bis zum Sirup eingeengt, der bei Zusatz von wenig 


Wasser zu einer krystallinischen Masse erstarrte. Die Ausbeute 
fels [E  betrug 0,35 g. . 

Die Substanz war in Ather unldslich, in Alkohol und Wasser 
schwer léslich, in heifem Wasser ziemlich leicht lislich. Die aus 
heiBem Wasser umkrystallisierte Substanz schmolz bei 275° unter 
Zers. Sie gab eine Xanthoproteinreaktion und die fiir Trypto- 
phan angegebene Reaktion von Adamkiewicz und Hopkins 
und zeigte beim LErhitzen im Reagenzglas Indolgeruch. Ihre 
wiBrige Lésung reagierte schwach sauer. Aus schwefelsaurer 
Lésung wurde sie durch Hopkinssches Reagens sowie durch 
Phosphorwolframsiure ausgefallt. Auch wird sie bei neutraler 
ae Lésung durch gesiittigte Kupferacetatlésung niedergeschlagen. Die 
lia § wifrige Lésung (0,36°/,) zeigte eine intensive Linksdrehung und 
tang wwar [«], = — 141,5. 
lung 2,977 mg Subst. gaben 0,308 ccm N (22°, 765,1 mm). — 3,210 mg Subst. 

er- '  gaben 0,337 cem N (24°, 765,7 mm). 
Fir C,,H,,0.N, Ber. N 12,17 Gef. N 12,12, 12,15. 

Aus dem Erwihnten liegt die Vermutung nahe, daf die Sub- 
stanz ein Tryptophanderivat ist. Da aber die Substanz keine 
Ninhydrinreaktion mehr gab, schien es zugleich wahrscheinlich, 
daB die Aminogruppe des Tryptophans durch einen anderen 
Komplex gebunden ist. 


inter 


1) Diese Z. 195, 139 (1931). 
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Ks ist besonders durch die Untersuchungen von Neubery 
erkannt worden, daB bei Hefegiirung als eine Vorstufe des Alkohols 
Acetaldehyd gebildet wird, der sich leicht mit Hilfe von Sulfit} 
oder Dimedon (Dimethylhydroresorcin)*) abfangen laBt, Deshal} 
schien es vor allem wahrscheinlich, dai die gewonnene Substanz 
eine Verbindung zwischen dem Tryptophan und dem Acetaldehyd 
darstellt. 

Um dafiir einen sicheren Beweis zu erbringen, habe ich es 
unternommen, eine Athylenverbindung des Tryptophans synthetisch 
herzustellen und sie mit meiner Substanz zu vergleichen. ie 
Synthese erfolgte leicht durch folgendes Verfahren: 

1 g Tryptophan wurde in 100 ccm Wasser gelést und init 
4 g iiberschiissigem Acetaldehyd versetzt. Das Gemisch wurde 
3 Stunden lang am RiickfluBkiihler auf 80° erhitzt und _ iiber 
Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die Fliissigkeit, die 
orangegelb gefarbt war und keine Bromreaktion mehr gab, wurde 
unter vermindertem Druck eingedampft, wobei eine reichliche 
Menge krystallinischer Substanz ausgeschieden wurde. Sie wurde 
abgesaugt, aus heiSem Wasser unkrystallisiert und mit wenig Tier- 
kohle entfirbt. Die Ausbeute betrug 0,7 g. Ihre Beschaffenheit 
und ihr Schmelzpunkt stimmten gut mit denen meiner Substanz 
iiberein, insbesondere zeigte sie mit meiner Substanz gemischt 
keine Schmelzpunktsdepression. Die spezifische Drehung des 
synthetischen Produktes war in wiibriger Lésung (0,28°/, ig) 
[e], = — 144,9. 





1) Neuberg u. Firber, Biochem. Z. 78, 228 (1917) und Neuberg 
u. Reinfurth, Biochem. Z. 89, 365 (1918). 
*) Neuberg u. Reinfurth, Biochem. Z. 106, 281 (1920). 
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Uber eine neue gepaarte Glucuronsiure, 
Tyrosinhydantoinglucuronsdure. 


Von 


K. Ichihara und S. Tamura. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultaét der Kaiserlichen Universitat 
zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1932.) 


Das Verhalten der Uraminosiiuren oder Hydantoine der 
Aminosiiuren im Tierkérper ist bisher noch nicht eingehend unter- 
sucht worden, aber es ist sicher, daB je nach der Art der Amino- 
siuren ihr Verhalten verschieden ist. Wihrend die Uramino- 
siuren oder Hydantoine des dl-Phenylalanins und dl-Leucins im 
Kaninchenkérper keine Veriinderung erleiden, werden die Hydan- 
tome der d-Glutaminsiiure und |-Asparaginsiiure zum gréBten Teil 
zerstért und nur ein kleiner Teil im Harn unverindert aus- 
geschieden'). Neuerdings haben Holmes und Watchorn?) durch 
Untersuchung in der embryonalen Niere den Nachweis erbracht, 
daB 1-Asparaginsiiurehydantoin zu Harnstoff und Ammoniak zer- 
setzt wird. 

Friiher hat Iguchi in unserem Laboratorium unter Anleitung 
von Prof, Kotake die Beobachtung gemacht, da bei Darreichung 
von ‘Tyrosinhydantoin im Harn des Kaninchens eine kleine Menge 
eines Stoffes, der bei der Spaltung reduziert, ausgeschieden wird. 
Damals ist es ihm schon gelungen, diesen Stoff krystallinisch zu 
erhalten. Die gewonnene Menge reichte aber zur weiteren Identi- 
fizierung nicht aus. Wir haben uns nun damit beschiftigt, den 
genannten Stoff in gréBerer Menge zu erhalten und einer genaueren 
Untersuchung zu unterziehen; wir konnten ihn inzwischen mit 
Hilfe einer anderen Methode leicht zur Krystallisation bringen. 


Experimentelles. 


Als Versuchstier bedienten wir uns des Kaninchens, dem Tyrosin- 
hydantoin in Form von Emulsion in den Magen eingefiihrt wurde. Das 
verwendete Tyrosinhydantoin wurde nach Dakin aus 1-Tyrosin und Kalium- 
cyanat dargestellt. 
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Es wurden tiglich 5,0 g verabreicht. Der Harn, der 24 Stunden nach 
Darreichung des Tyrosinhydantoins gesammelt worden war, wurde zuniichst 
mit Essigsiiure schwach sauer gemacht, mit Bleiacetat versetzt und der ge- 
bildete Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wurde nun mit Bleiessig ver- 
setzt, wobei sich starker Niederschlag zeigte. Der letztere wurde abgesaugt, 
getrocknet und gewogen. Er nahm Tag fiir Tag zu, wie folgt: 


1. Ein Kaninchen, Kérpergewicht 2500 g. 











Bleiessig- 


Harnmenge Reaktion Reduktions- niederschlag 


in eem probe 








210 alkalisch (+) 
190 ” (*) 
185 schw. alkalisch (+) 
205 sauer (+) 
310 ” (+) 
195 ” (+) 
300 schw. alkalisch (—) 














2. Ein Kaninchen. Kérpergewicht 2980 g. 
Vom 3.—7. XII. je 5,0 g Tyrosinhydantoin, 


220 alkalisch (—) 0,3 
205 (—) 2,4 
185 (+) 7,2 
170 . (4:) 11,5 
215 % (+) 15,0 
165 sauer (+) 18,5 
190 schw. alkalisch (+) 5,8 














Der gesammelte Niederschlag wurde fein gepulvert, in Wasser sus- 
pendiert und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Die vom Bleisulfid ab- 
filtrierte Fliissigkeit wurde nach Verjagen des Schwefelwasserstofts wieder 
vorsichtig mit Bleiessig ausgefillt unter Vermeidung des Reagensiiberschusses. 
Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit kaltem Wasser gewaschen, wiederum 
durch Schwefelwasserstoff gespalten und nach seiner Entfernung solange 
mit Reagens von Hopkins undCole (10 °/, Mercurisulfat in 5 Vol.-°/, Schwefel- 
siiure) versetzt, bis kein Niederschlag mehr entstand. Die Fillung wurde 
abgesaugt, nach dem Waschen in Wasser suspendiert und durch Schwefel- 
wasserstoff vom Quecksilber befreit. Die Fliissigkeit wurde nun durch 
Bleicarbonat gefiillt, bis sie nicht mehr auf Kongopapier reagierte, und 
der Niederschlag abgesaugt. Das Filtrat wurde durch Schwefelwasserstoft 
vom Blei und dann von Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom befreit 
und mit so viel Kaliumcarbonat versetzt, da die Fliissigkeit schwach sauer 
oder neutral reagierte. Sie wurde jetzt im Vakuum zu einem Sirup ein- 
gedampft und iiber Nacht in der Kite stehen gelassen, wobei sich Krystalle 
ausschieden. 


Sie wurden abgesaugt, in einer kleinen Menge warmen Was- 
sers gelist, mit Tierkohle entfirbt und mit dem gleichen Volumen 
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Alkohol versetzt, wodurch sie in Form von einheitlichen Prismen 
gewonnen wurden. Der Stoff war das Kaliumsalz der Tyrosin- 
hydantoinglucuronsiure, was aus den nachstehenden Untersuchungen 
ersichtlich ist. Wir haben aus 60g verabreichten Tyrosinhydan- 
toins etwa 9g des genannten Kaliumsalzes gewonnen. 
0,2714 g Subst. verloren beim Trocknen 0,0111 g Wasser. 
KC,,H,,0,N,-H,O Ber. H,O 4,11  Gef. H,O 4,09. 


0,1626 g getrocknete Subst. verbrauchten 7,6 cem n/10-Schwefelsiiure. 
KC,,H,,0,.N,-H,O Ber. N 6,38 Gef. N 6,54. 


0,2102 g krystallwasserfreie Subst.: 0,3470 g CO, und 0,0794 g H,O. 
KC,,H,,0)Ne Ber. C 45,60 H 4,05 Gef. C 45,00 H 4,19. 


0,1800 g krystallwasserfreie Subst. gaben 0,0368 g Kaliumsulfat. 
KC,,H,,O,N, Ber. K 9,31 Gef. K 9,16. 


Das Kaliumsalz war in Wasser leicht, in Alkohol dagegen nicht 
lislich. Seine wiBrige Lisung gab weder Millonsche noch Trom- 
mersche Reaktion, wohl aber nach Spaltung mit verdiinnter 
Schwefelsiure. Das Kaliumsalz bekam beim Erwirmen mit 
Phloroglucin und Salzsiiure eine schéne rote Firbung, die bei 
spektroskopischer Untersuchung einen Absorptionsstreifen zwischen 
D und £ zeigte. Das Salz war optisch aktiv, und zeigte 


[a], =— 98°. 


Spaltung der gepaarten Glucuronsaure. 2 ¢ Kaliumsalz wurden 
in 150 cem 5°/,iger Schwefelsiure gelést, unter RiickfluBkiihler 3 Stunden 
lang erhitzt, wobei sich eine krystallinische Substanz in einer Menge von 
0,9 g ausschied. Sie gab eine intensive Millonsche Reaktion. 


0,1918 g Subst. verbrauchten 18,5 cem n/10-Schwefelsiure. 
C,.H,.N,0, Ber. N 13,59  Gef. N 18,05. 


Demnach war die Substanz Tyrosinhydantoin. 

Das vom Tyrosinhydantoin abfiltrierte Filtrat wurde zur 
seseitigung der Schwefelsiiure mit Barytwasser versetzt und dann 
Kohlensiiure durchgeleitet, um iiberschiissiges Barium zu ent- 
fernen. Die Lésung wurde nun bei einer Temperatur bis zu 
40° bis auf etwa 50 ccm eingeengt und im Vakuumexsiccator auf- 
bewahrt. Die zuniachst ausgeschiedene Millon-positive Substanz 
wurde entfernt und weiter im Exsiccator stehen gelassen, wobei 
sich eine Trommer-positive Substanz in Form von Prismen aus- 
schied. Sie wurde abgesaugt, mit Ather gewaschen und bei 
95—100° getrocknet. Sie war das Kaliumsalz der Glucuron- 
siiure. 
3* 
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0,2889 g Subst. gaben 0,1058 g Kaliumsulfat. 

KC,H,O, Ber. K 16,85 Gef. K 16,41. 

Weiterhin haben wir den Versuch gemacht, festzustellen, ob die ge- 
nannte gepaarte Glucuronsiiure durch Emulsin gespalten wird, das sich gegen 
Arbutin als wirksam erwiesen hatte. Die Versuche mit der gepaarten 
Glucuronsiiure wurden bei py 4,5 und 5,3 ausgefiihrt, lieBen aber stets eine 
Spaltung unter folgenden Versuchsbedingungen vermissen: 

1. 1°/, Tyrosinhydantoinglucuronsaures Kalium 50,0 cem; Emulsin 
0,5 g, Temperatur 30,0° (+ 1,0). — 2. 1°/, Tyrosinhydantoinglucuronsaures 
Kalium 50,0 eem; Emulsin 0,25 g, py 5,3, Temperatur (Zimmertemp.) etwa 
20—30°. — 3. 1°/, Tyrosinhydantoinglucuronsaures Kalium 20 cem; Emulsin 
0,02 g, py 4,5, Temperatur 37,0°. — 4. 1°/, ‘T'yrosinhydantoinglucuronsaures 
Kalium 20 cem; Emulsin 0,1 g, py 4,5, Temperatur 37,0. 

Versuche iiber Atherschwefelsiurebildung des Tyrosinhydan- 
toins. Aus dem oben Erwihnten geht hervor, daB das Tyrosin- 
hydantoin im Tierkérper zum Teil mit Glucuronsiure gepaart und 
im Harn ausgeschieden wird. Wir haben es nun unternommen, 
festzustellen, ob das genannte Hydantoin sich auch mit Schwefel- 
siiure zu paaren vermag. Da wir befiirchteten, daB das Tyrosin- 
hydantoin, per os verwendet, im Darm zum Teil zersetzt und da- 
durch eine Vermehrung der Atherschwefelsiiure im Harne verursacht 
wiirde, haben wir die Substanz zuniichst subkutan injiziert. Da das 
Tyrosinhydantoin in Wasser schwer léslich ist, konnten wir es 
nicht in gréBerer Menge verwenden. Ks wurde eine Lésung von 
1,0 g-in 50 com Wasser (mittels Soda unter Erwiirmen) verwandt. 
Wie aus folgenden Tabellen ersichtlich ist, fielen die diesbeziig- 
lichen Resultate fast immer negativ aus. Wenn aber das Tyrosin- 
hydantoin in einer gréBeren Menge per os verabreicht wurde, so 
erfuhr die Atherschwefelsiiure eine Zunahme im Harn der niichsten 
Tage. Jedenfalls ist das Paarungsvermégen des Tyrosinhydantoins 
mit Schwefelsiure im Vergleich zur Glucuronsiurepaarung be- 
deutend schwiicher. 


Versuch 1. Ein Kaninchen 2920 g. 
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1013 | alkal. 0,0116 
1014 - 0,0069 
1014 0,0072 | Tyrosinhydantoin 0,5g 
subcutan eingespritzt. 
1013 0,0188 | Analog verliefen zwei 
1014 0,0119 Versuche mit 1,0¢g 
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Eine neue gepaarte Glucuronsiure, Tyrosinhydantoinglucuronsiure. 
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Versuch 2. Ein Kaninchen 2300 g. 
































Harn- r Ather- 
pez.- , schwefel- 

Datum | menge] Guy. Reaktion FP Sa Bemerkungen 

ecm 
-_ 8 EE ee _ ——— 
13. XID | 215 1012 neutral | 0,0105 
14. 210 | 1013 “ 0,0162 
15. 230 1014 ‘- 0,0177 | Tyrosinhydantoin 5,0 g 
16. 215 1013 ~ 0,0394 per os gegeben. 
17. 190 | 1016 | sauer | 0,0594 


Versuch 38. Ein Kaninchen 2500 g. 


13. XII. | 200 1011 neutral 0,0134 

14. 200 | 1013 a 0,0107 

15. 205 1013 " 0,0148 | Tyrosinhydantoin 5,0 g 
16. 220 1012 ° 0,0432 per os gegeben. 

17. 170 | 1015 ss 0,0468 

18. 180 | 1014 ‘ 0,1179 

19. 170 | 1014 “a 0,0194 

















Paarungsversuche mit Tyrosin. Die Méglichkeit, daB ‘l'yrosin 
selbst sich bei Darreichung in einer gré8eren Menge zum ‘Teil 
im Kérper mit Glucuronsiure paart, ist nicht ohne weiteres ab- 
zuweisen. Wir haben aber bei der oben beschriebenen Behand- 
lung des Tyrosinharns keine gepaarte Glucuronsiure nachweisen 
kénnen. 
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Beitraige zur Kenntnis der biologischen Spaltung des Histidins. 
Von 


M. Kiyokawa. 


— a 


Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultaét der Kaiserlichen Universitit 
zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1932.) 


Biologische Spaltungen des Histidins sind bisher von zahl- 
reichen Autoren untersucht worden: Ackermann?) isolierte durch 
dessen Fiulnis Histamin und Imidazolpropionsiiure, Berthelot und 
Bertrand?) sowie Mellanby und T wort’) fihrten dieselben 
Versuche durch. F. Ehrlich‘) gewann durch Einwirkung von Hefe 
f-Imidazolalkohol (Histidol), Raistrick5) mit Hilfe von Coli 
(-Imidazolakrylsiiure (Urokaninsiiure). Edlbacher und Kraus‘) 
behaupteten, daB Histidin mittels Histidase schlieBlich Glutamin- 
siure bildet. Hirai‘) erhielt mit Hilfe von Proteus vulgaris 
B-Imidazolmilchsiure. Ferner studierten Késsler und Hanke’) 
auch die biologische Spaltung des Histidins durch Mikroorganismen. 

Nach Prof. Kotake und Konishi®) geht Histidin, in einer 
groBeren Menge verwendet, im Tierkérper zum Teil in Urokanin- 
siure iiber. Die Frage aber, ob die letztere ein physiologisches 
Stoffwechselprodukt darstellt, ist natiirlich nicht einfach zu lésen, 
wenn auch Konishi auf Grund seiner Ergebnisse behauptet, dab 
die Urokaninsiiure ein normales sei soll. 

Merkwiirdigerweise hat bisher niemand an Kaninchen aus 
Histidin ein besonderes Stoffwechselprodukt isoliert, lediglich 
Abderhalden?*) beobachtete bei Einverleibung des d,1l-Histidins 
den Auftritt der d-Modifikation im Harn. ~ 

Ich habe es nun unternommen, unter Leitung von Prof. Ko- 
take das Schicksal des Histidins im Kaninchenkérper ausfihrlich 
zu verfolgen. Hierbei habe ich besonders darauf Gewicht gelegt, die 
Frage zu beantworten, ob Urokaninsiure gebildet wird. Gelegent- 
lich habe ich auch die Spaltung des Histidins mittels Oidium 
lactis studiert, um zur Lésung der Frage der biologischen Des- 
aminierung von Aminosiuren beizutragen. 
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I. Zersetzung des Histidins im Kaninchenkorper. 

Den Versuch habe ich wiederholt an mehreren Kaninchen 
ausgefihrt: 

5 g 1-Histidinmonochlorhydrat wurden in 40 ccm Wasser ge- 
lést und einem Kaninchen subkutan eingespritzt. Am anderen 
Tage wurde nochmals dieselbe Menge injiziert. Wihrend 3 Tagen 
nach der ersten Einspritzung wurde der Harn gesammelt und 
untersucht. 

Er wurde zuniichst mit Schwefelsiure bis zu einem Gehalt 
von 5°/, versetzt und mit Phosphorwolframsiure ausgefallt. Die 
Fillung wurde abgesaugt und wiederholt mit schwefelsiurehaltigem 
Wasser ausgewaschen. Sie wurde nun mit Barytwasser gespalten, 
filtriert, das Filtrat durch Schwefelsiiure vom Barium befreit und 
auf dem Wasserbad unter vermindertem Druck bis auf etwa 25 ccm 
eingedampft. Beim Stehenlassen schied sich darauf eine kry- 
stallinische Substanz aus. Sie wurde filtriert und aus Wasser um- 
krystallisiert. Ihr Gewicht betrug 0,8640 g. 

Die Substanz war fast unléslich in kaltem Wasser, dagegen 
léslich in warmem Wasser, reagierte sauer und war unldéslich in 
Alkohol und Ather. Sie war optisch inaktiv. Die Paulysche 
Diazoreaktion war positiv. Beim Erhitzen im Schmelzréhrchen 
zersetzte sie sich bei 222°. Sie bildete ein salzsaures Salz. 
Wenn man die Substanz in Salzsiure gelést, vorsichtig mit Soda 
neutralisiert und stehen gelassen hat, so bekommt man prismatische 
Krystalle, die eine schéne Silizierung zeigen, wie dieses fiir Uro- 
kaninsiure bekannt ist. 

0,0960 g an der Luft getrockneter Subst. verloren bei 110° 0,0200 g 
W asser. 

C,H,0,N,-2H,O Ber. H,O 20,00 Gef. H,O 20,83. 

0,1146 g Subst., bei 110° getrocknet, verbrauchten 8,17 cem n/5- 
Schwefelsiure. 

C,H,O.N, Ber. N 20,29 Gef. N 19,99 

Ks unterliegt also keinem Zweifel, daB die Substanz Urokanin- 
siure war. Man kénnte infolgedessen mit Recht behaupten, dab 
Histidin, als solches einverleibt, zum Teil iiber Urokaninsiiure 
= Imidazolacrylsiure abgebaut wird. 


II. Zersetzung des d,l-Histidins im Kaninchenkorper. 
d,l-Histidin wurde nach den Vorschriften von Pyman"’) sowie Abder- 
halden und Weil") dargestellt, und zwar durch Erhitzen des 1-Histidins 
in einem Autoklaven bei 160° Unser Priparat schmolz bei 279° unter 
Zers., schmeckte siiB und zeigte keine Drehung. 
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5 g d,l-Histidin wurden in 20 ccm Wasser fein suspendiert und sub- 
cutan eingespritzt. Der gesammelte 48stiindige Harn wurde mit Schwefel- 
siure bis zu einem Gehalt von 5°/, angesiuert und mit Phosphorwolfram- 
siiure ausgefallt. Der Niederschlag wurde wie oben behandelt, und aus der 
zuletzt von der Phosphorwolframsiure und dem Barium befreiten Fliissig- 
keit wurden 0,2 g in Prismen krystallisierter Substanz isoliert. Sie war 
léslich in Wasser, schwer léslich in Alkohol und unléslich in Ather. Beim 
Erhitzen im Schmelzréhrchen fiirbte sie sich allmihlich gegen 250° 
und schmolz bei 275—-276° unter Zers. Die Liésung reagierte alkalisch 
und drehte nach rechts. 

0,1196 g Subst. in 20 cem Wasser gelést, drehten im Natriumlicht im 
1 dm-Rohr + 0,45° 

[a]p = +37,62°. 
Die Substanz enthielt kein Krystallwasser. 


0,1429 g Subst. verbrauchten 13,60 cem n/5-Schwefelsiure. 
C,H,O.N, Ber. N 27,09 Gef. N 26,65. 


Demnach wird d,l-Histidin im Kaninchenorganismus asym- 
metrisch gespalten und die d-Form im Harn ausgeschieden, ein 
Befund, der demjenigen von Abderhalden”) an Kaninchen bei 
Verwendung des d,l-Histidins per os gleicht. Die Urokaninsiure 
konnte ich dabei nicht isolieren. Vielleicht war der l-Anteil des 
Histidins weitgehend zerstért. 


Ill. Zersetzung des Histidins mittels Oidium lactis. 
Die zum Versuch benutzte Nihrlésung wurde nach Ehrlich 
und Jacobsen!) wie folgt bereitet: 


10,0 g Rohzucker. 0,25 g Monokaliumphosphat. 0,25 g Dikaliumphos- 
phat. 0,25 g Magnesiumsulfat. Spur Eisenchlorid, Spur Kochsalz: 1000 ecm 
Leitungswasser. 

2 g |-Histidin wurden in Nihrlésung aufgelist, im Dampftopf 1 Stunde 
sterilisiert und nach dem Erkalten mit Oidium lactis, dessen Stamm von 
der hiesigen Technischen Hochschule zur Verfiigung gestellt wurde, geimpft 
und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Am anderen Tage hatte sich 
die Oberfliche der Filissigkeit schon mit Pilzen iiberzogen. Ungefihr 
14 Tage nach Beginn der Ziichtung firbte sich die Flissigkeit mehr und 
mehr rot, um vom 25. Tage an allmihlich wieder zu verblassen, bis sie 
zuletzt wie am Anfang ganz farblos wurde. Am 60. Tage der Ziichtung 
neigte die Pilzmasse zur Autolyse. 

Es wurde um diese Zeit das Wachstum durch Erhitzen unterbrochen 
und die Nihrfliissigkeit der weiteren Untersuchung unterworfen. Die Menge 
der dazu verwendeten Lésung betrug 8 Liter. 

Sie wurde zunichst unter vermindertem Druck bis auf etwa 150 cem ein- 
geengt, mit Schwefelsiure bis zu einem Gehalt von 5°/, angesduert und 
mit Phosphorwolframsiure ausgefillt. Der abgesaugte und gut gewaschene 
Niederschlag wurde zersetzt und daraus 1,4590 g in Prismen krystallisierte 
Substanz isoliert. 
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Sie war léslich in kaltem sowie warmem Wasser, schwer 
ljslich in Alkohol und unléslich in Ather. Die wiBrige Lésung 
reagierte sauer und zeigte keine Drehung. Die Substanz firbte 
sich gegen 150° und schmolz bei 209—210° unter Zersetzung. 
Die Paulysche Diazoreaktion war positiv. Sie war aus der Lésung 
durch ammoniakalische Silberlésung, Pikrinsiure, Quecksilber- 
chloridlésung sowie Quecksilbersulfatlésung fillbar. 

0,2046 g an der Luft getrocknet: 0,0232 g H,0O. 

C,H,O,N,-H,O Ber. H,0 11,39 Gef. H,O 11,33. 

0,2968 g getrocknet, verbrauchten 21,59 cem n/5-Schwefelsiure 

C,H,O,N, Ber. N 20,00 Gef. N 20,89. 

Demnach war die Substanz Imidazolpropionsiure. 

Gemeinschaftlich mit Saito konnte ich auch aus einer Nahr- 
fliissigkeit mit Histidin, worin Oidium lactis nur 30 Tage lang 
geziichtet wurde, dieselbe Siure isolieren. Die Ausbeute aus 6 g 
Histidinmonochlorhydrat betrug etwa 2,0 g. 

Merkwiirdigerweise konnte ich in beiden Versuchen keine 
Imidazolmilchsiure isolieren. 

Es ist bemerkenswert, daB die Seitenkette des Histidins im 
Tierkérper sich anders als diejenige anderer Aminosiiuren verhilt, 
insofern als niimlich leicht daraus an Stelle von einer Ketosiure 
(oder Alkoholsiure) eine ungesattigte Saiure entsteht. Vielleicht 
erscheint aus diesem Grunde bei Einwirkung von Oidium lactis 
Imidazolpropionsiiure, wihrend bei anderen Aminosiuren, z. B. bei 
Tyrosin und Tryptophan die entsprechenden Alkoholsiuren gebildet 
werden. 
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Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XXXVII. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Oktober 1932.) 


Bemerkungen zur Konstitutionsfrage, II. 

Die Untersuchungen, die im hiesigen Laboratorium, meist 
gemeinsam mit H. Kirchhof, an Oximen aus der Gruppe der 
Gallensiiuren ausgefiihrt wurden, haben neben manchen anderen 
Resultaten von mehr allgemein-chemischem Interesse auch zwei 
Ergebnisse gezeitigt, die sich unter Umstinden fiir die Konstitutions- 
frage verwerten lassen. Das ist einmal die Beobachtung, daB Ver- 
bindungen, die eine Ketoximgruppe in bestimmter Stellung ent- 
halten, zur Bildung mehr oder weniger bestiindiger, blaugefirbter 
Nitrosokérper geneigt sind und zweitens der Befund, daB der 
Ketoximring, der die eben bezeichnete Oximgruppe trigt, sich nur 
schwierig umlagern laBt im Vergleich mit zwei anderen Ketoxim- 
ringen. Diese beiden Tatsachen lassen sich, wie in der 35. Mit- 
teilung') ausgefiihrt wurde, besser mit 2 von den 4 Cholsiure- 
formeln, die damals zur Diskussion standen, in Kinklang bringen 
als mit den beiden anderen, Eine von den beiden ersteren wird 
durch das Symbol I wiedergegeben, die andere unterscheidet 
sich von Formel I nur dadurch, dai die Methylgruppe und die 
Seitenkette an Ring IV andere Stellungen einnehmen, In Formel | 
befindet sich das Kohlenstoffatom 12, das die oben erwihnte, 
reaktionsfihige Oximgruppe trigt, in Nachbarschaft zu einem ter- 
tiiren Kohlenstoffatom und es ist vermutlich gerade der tertiir 
gebundene Wasserstoff, der zur Bildung der relativ bestindigen 
Nitrosoverbindungen Anla8 gibt. Ferner ist in Formel I Ring LI 
derjenige, der — als Ketoximring — sich schwieriger umlagern 
liBt, als die Ketoximringe [ und [I, ein Unterschied, der bei der 
ungleichen Gliederzahl der Ringe verstiindlich erscheint. 


1) Diese Z. 208, 120 (1932). 
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Inzwischen haben nun O. Rosenheim und H. King?) eine 
neue Formel fiir Cholsiure aufgestellt. Diese Formel (II, Cholan- 
siure) enthilt das System des vollstindig hydrierten Chrysens. 
Chrysen selbst war von O. Diels und W. Gidke*) bei der De- 
hydrierung von Cholesterin mit Palladiumkohle und von O, Diels 
und Anna Karstens’) bei der Dehydrierung von Cholsiiure mit 


HO-HC—CH-CH, CH—CH(CH,)-CH,-CH,-COOH 
12) a a 








H, CH IV CH, 
| IIT |__-CH | 
HC C=? CH, 
I Pi ee 
H,C C CH, 
| I | II | 
HO-HC8) CH 7)CH-OH 
CH, CH, 
CH, CH, CH—CH(CH,)-CH,-CH,-COOH 
ie te 
H,C C CH, 


| | | 
CH, CH CH CH, 


H,G CH SH CH, 
| | 
H,C CH Fs 
Sa: 
CH, CH, 
HO-HC CH, CH—CH(CH,)-CH,-CH,-COOH 
a oO, 
H,G C CH, 
rf ft me I 


CH, CH, CH a 
lll Ph 
HG C CH 
é a i. 8B .t 
HO-HC3) CH 7)CH-OH 
a 
CH, CH, 
Selen erhalten worden. Ferner haben H. Wieland und Elisabeth 
Dane‘) den sicheren Beweis erbracht, daB die Blancsche Zer- 
setzungsregel fiir Dicarbonséuren, die sich von kondensierten 
Ringsystemen ableiten, keine allgemeine Giiltigkeit hat. Auf die 
Annahme einer solchen allgemeinen Giiltigkeit war aber gerade 
der Konstitutionsbeweis fiir Cholsiure und Cholesterin gegriindet. 





1) Journ, Soc. Chem. Industry 51, 464 (1932). 
*) Ber. chem. Ges. 60, 144 (1927). 
*) Liebigs Ann. 478, 129 (1930). 4) Diese Z. 210, 268 (1932). 
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H. Wieland und EK. Dane haben deshalb die alten Formeln auf- 
gegeben und die neue Formel von O. Rosenheim und H. King 
angenommen, allerdings mit einigen Abiinderungen (III): der letzte 
Ring bleibt nimlich ein Fiinfring und das dann noch unterzubringende 
Kohlenstoffatom wird in Gestalt einer Methylgruppe an eines der 
beiden den Ringen A und B gemeinsamen Kohlenstoffatome ge- 
setzt. Wichtig ist ferner, daB Ring B der neuen Formel dem 
Ring [II der alten Formel entspricht und ebenso der Ring C dem 
Ring Li. Auch ist der bisher im Cholesterin mit Ring II der 
Gallensiuren fiir identisch gehaltene Ring in Wirklichkeit Ring II 
der alten Formel = Ring B der neuen Formel. Nur unter diesen 
Abiinderungen scheinen sich die zahlreichen aus Cholsiure und Chol- 
esterin erhaltenen Oxydations- und Abbauprodukte mit dem neuen 
Struktursymbol in Einklang bringen zu lassen. Die neue Formel, zu 
deren Stiitzung bereits in weiteren, von H. Wieland und Mit- 
arbeitern in dieser Zeitschrift veréffentlichten Mitteilungen’) Material 
beigebracht worden ist, hat in der Tat etwas sehr Kinleuchtendes. 

Wie lassen sich nun die eingangs erwihnten, in unserem 
Laboratorium gemachten Beobachtungen unter Zugrundelegung 
der neuen Strukturformel erkliiren? Hinsichtlich der Bildung der 
Nitrosoverbindungen gilt im wesentlichen das, was in der 35. Mit- 
teilung’) auseinandergesetzt wurde, denn auch nach der neuen 
Formulierung befindet sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu der 
reaktionsfahigen Oximgruppe, die in Stellung 7 in Ring B an- 
genommen werden muB, ein Kohlenstoffatom mit tertiir gebundenem 
Wasserstoff. Dagegen ist zu dem Befund, dai der Ketoximring B 
sich nicht oder nur schwierig umlagern lift, noch einiges zu 
sagen. Aus der Gruppe der Gallensiiuren sind bisher 12 Oxime®) 
auf ihre Umlagerungsfihigkeit untersucht worden: 10 von uns, 
2 von W. Borsche und H. Wieckhorst*) (@-Diketocholansiure- 
dioxim und Pseudodesoxybiliansiure-oxim). Alle 12 Oxime ent- 
halten den unverinderten Ring D (wie in Formel III), sie unter- 
1) In den Banden 211 (1932) und 212 (1932). — Vgl. auch R. Tschesche, 
Liebigs Ann. 498, 185 (1932): Nachweis einer Methylengruppe in Stellung 1 
des Cholesterin-Ringsystems in Nachbarschaft eines quartiren Kohlenstoff- 
atoms. — DaB im Molekiil des Cholesterins ein Fiinfring priformiert enthalten 
ist, dafiir sprechen anscheinend auch die Versuche von O. Diels, W. Giidke 
u. P. Kérding, Liebigs Ann. 459, 1 (1927). *) Diese Z. 208, 120 (1932). 

8) Die alten Formeln der meisten Oxime vgl. Diese Z. 180, 120—123 
(1929); Biliobansiure: Diese Z. 186, 273 (1930); Oximinohydroxamsiure: 


Diese Z. 194, 37 (1931). 
‘) Diss. Géttingen, 1921; vgl. auch W. Borsche, Nachr. d. Ges. d. 


Wissensch. zu Gottingen 1920, S. 1—7. 
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scheiden sich voneinander nur hinsichtlich der iibrigen 3 Ringe. 
Fir die Stellung der NOH-Gruppen kommen nur die Kohlenstoff- 
atome 3, 7 und 12 in Betracht. 

In den Oximen der Desoxybiliansiure und Isodesoxy- 
biliansa&ure ist nur der Ketoximring C enthalten, Ring B ist nicht 
substituiert (sauerstoffrei) Ring A unter Bildung von 2 Carboxyl- 
gruppen oxydativ aufgespalten. Beide Oxime lassen sich leicht 
nach Beckmann-Wallach umlagern unter Erweiterung des 
Ringes C zum siebengliedrigen Lactamring. Das Gleiche gilt fiir 
Biliobansiure-oxim, das sich von Desoxybiliansiure-oxim nur 
dadurch unterscheidet, daB es noch einen Lactonring enthilt, der 
aber fiir unsere Betrachtungen belanglos ist. Auch das Oxim 
der Pseudodesoxybiliansiure lift sich anscheinend leicht 
umlagern und enthilt sehr wahrscheinlich den Ketoximring (, 
wihrend Ring A nichtsubstituiert und Ring B oxydativ aufge- 
spalten ist (2 Carboxylgruppen). Eine derartige Konstitution des 
Oxims war schon friiher von M. Schenck und H. Kirchhof') 
vermutet worden; in jiingster Zeit hat diese Vermutung eine starke 
Stiitze erhalten in der Beobachtung von H. Wieland und E. Dane?), 
da8 Thilobiliansiure bei der thermischen Zersetzung einen Siure- 
anhydrid-Ring bildet (Pseudodesoxybiliansiiure verhalt sich ebenso). 

a-Diketocholansiure-dioxim (Dehydrodesoxycholsiure- 
dioxim) enthiilt die Ketoximringe A und C, wihrend Ring B nicht 
substituiert ist. Beide Ketoximringe werden bei der Umlagerung 
erweitert; daB auch Ring A umgewandelt wird, erscheint leicht 
verstiindlich, da er nur an 2 Stellen kondensiert ist und 4 freie 
Kohlenstoffatome besitzt. Dehydrocholsiure-trioxim hat 
3 Ketoximringe: A und C lassen sich umlagern, B aber nicht. Im 
8-Diketocholansiure-dioxim sind die Ketoximringe b und © 
vorhanden, wihrend Ring A nichtsubstituiert ist. Es ist sicher, daB 
bei der Umlagerung des f-Dioxims nur ein Ring verandert wird 
und es ist sehr wahrscheinlich, daB dies Ring C ist.’) Weshalb 
in den beiden letztgenannten Fallen Ring B nicht umgelagert 
wird, ist nicht ohne weiteres zu verstehen, da er sich doch in 
ihnlicher Lage wie Ring C befindet. Vielleicht spielt hier irgendwie 
der Umstand mit, daB Ring C an der Bildung eines Sechsringes 
und eines Fiinfringes, Ring B dagegen an der Bildung zweier 
Sechsringe beteiligt ist. Vielleicht besteht auch eine Abneigung, 
zwei miteinander kondensierte, siebengliedrige Lactamringe zu bilden. 


1) Diese Z. 180, 111—118 (1929). 


2) Diese Z. 210, 268 (1932). 8) Diese Z. 180, 111 (1929). 
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Dieses Argument lieBe sich auch bei den Dioximen der 
Biliansiure und Isobiliansaure geltend machen. Diese bei- 
den Dioxime enthalten die Ketoximringe B und C, wihrend 
Ring A oxydativ aufgespalten ist (2 Carboxylgruppen) und lagern 
nur ©, nicht aber B um. Unverstiindlich ist dann aber, weshalb 
Biliansiure-7-monoxim und die Oximinohydroxamsiaure 
C,,H,,N,O, sich nicht umlagern lassen. Beide Oxime enthalten 
nimlich nur den Ketoximring B, wihrend Ring C am Kohlenstoff- 
atom 12 ein doppelt gebundenes Sauerstoffatom triigt und Ring A 
aufgespalten ist (beim Biliansiiure-monoxim unter Bildung zweier 
Carboxylgruppen, bei der Oximinohydroxamsiure unter Bildung 
einer Carboxyl- und einer Hydroxamsiuregruppe). 

Was schlieBlich die Oximinoaminosaiure C,,H,,N,O, an- 
betrifft, so ist in dieser Verbindung der Ketoximring B enthalten, 
wihrend die Ringe A und C aufgesprengt sind: A zu einer Di- 
carbonsiure, C, der ein Lactamring war, zur entsprechenden 
Aminosiiure. Die Oximinoaminosiiure ist von den untersuchten 
Oximen bis jetzt das einzige, in dem sich Ring B hat umlagern 
lassen, wenn die Umlagerung auch etwas schwieriger vonstatten 
geht als bei Kérpern mit Ketoximring A bzw. C. Der Grund fiir 
diese Ausnahmestellung der Oximinoaminosiure ist vielleicht darin 
zu suchen, daB die Ringglieder von B infolge der Aufspaltung der 
beiden Nachbarringe beweglicher geworden sind. Ubrigens entsteht 
bei der Umlagerung der Oximinoaminosiure neben dem Haupt- 
produkt, das wahrscheinlich ein Lactam darstellt (wenn auch seine 
,Aufspaltung noch nicht geklirt ist), ein zweiter, isomerer K6rper, 
der seine Bildung einer andersartigen Umwandlung, deren Natur 
noch nicht sicher festgestellt ist, verdankt.’) 

Wenn somit fiir das im Vorstehenden geschilderte, abweichende 
Verhalten des Ketoximringes B eine stichhaltige Erklirung noch 
nicht gegeben werden kann, so muf doch darauf hingewiesen 
werden, daf auch in anderen Fallen 2) niimlich bei Oxy- und Keto- 
siuren, Unterschiede in der Reaktionsfihigkeit der einzelnen 
Gruppen bzw. Ringe zu beobachten sind, ohne daf sich hierfiir 
ein einleuchtender Grund angeben lieBe.*) 





1) Diese Z. 211, 88 (1932). 

2) Vgl. H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 210, 268 (1932). 

*) Anmerkung wihrend der Korrektur. In einer eben er- 
schienenen Ver6ffentlichung (Ber. chem. Ges. 65, 1770 (1982)] teilt R. Criegee 
neue Versuche mit, nach denen Ring II im Cholesterin, d. h. der die Doppel- 
bindung tragende Ring, méglicherweise doch ein Fiinfring ist. 






































Untersuchungen itiber die Konstitution der Gallensaiuren. 
XLVII. Mitteilung. 
Uber zwei neue Sauren aus Rindergalle. 


Von 


Heinrich Wieland und Sanji Kishi. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. November 1932.) 


Aus Rindergalle sind bisher vier Oxy-cholansiiuren, niimlich 
Cholsaiure C,,H,,0,, Desoxycholsiure C,,H,,0,, die mit ihr 
isomere Anthropo-desoxycholsiure und Lithocholsiure 
©,,H,.0, isoliert worden. Sie sind in frischer Galle so gut wie 
vollstindig mit Glykokoll oder Taurin gepaart enthalten und 
werden durch energische alkalische Verseifung von diesen Bestand- 
teilen befreit. Aber die auf diese Weise gewonnenen sauren Inhalts- 
stoffe der Galle lassen sich keineswegs vollstindig in die vier er- 
wihnten Siuren aufteilen. Dies liegt einmal daran, daB bis jetzt 
keine quantitative Trennungsmethode fiir sie gefunden worden 
ist. AuBerdem enthilt das rohe Siuregemisch Zersetzungsprodukte 
von Gallenfarbstoff und, wie die langjiihrige Bearbeitung des 
Gegenstands im hiesigen Laboratorium gezeigt hat, andere stick- 
stofffreie Siuren von unbekannter Natur. Ihre relative Menge 
ist sehr gering und ihre Abtrennung bei der starken gegenseitigen 
Léslichkeitsbeeinflussung, die hier die Siuren wie auch besonders 
die Salze ausiiben, mit groBer Miihe verbunden. So erklirt es 
sich, daB wir zwei von diesen Siuren, denen man schon vor 
langer Zeit auf die Spur gekommen war, erst jetzt genau charakte- 
risieren und beschreiben kénnen. 

Das groBe MaB an Arbeit, das wir auf die systematische 
Untersuchung der Inhaltsstoffe der Galle verwenden, scheint uns 
nicht umsonst vertan bei der Bedeutung, die dieses Sekret als 
Reservoir fiir noch unbekannte und vielleicht biologisch wichtige 
Stoffwechselprodukte, wichtig namentlich fiir den Zusammenhang 
von Sterinen zu Gallensiiuren, besitzen kann. Die eine der beiden 
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neuen Siuren, iiber die wir berichten wollen, ist schon vor 
12 Jahren von P. Weyland?) angetroffen, aber seither nicht 
wieder aufgefunden worden. 

Wenn man die nicht mehr krystallisierbaren Siuren der Rinder- 
galle auf Grund ihrer verschiedenen Aciditit scheidet, so labt 
sich die Cholsiiure als stiirkste Siure verhiltnismiBig leicht ab- 
trennen, ebenso die schwachen Sauren, die an Stirke hinter den 
hdheren Fettsiiuren stehen. Uber das Trennungsverfahren wird 
spiter berichtet werden.”) Die mittlere Fraktion enthalt haupt 
siichlich Desoxycholsiiure, Anthropo-desoxycholsiure und die neu 
Siure, die wir als Weyland-Siure bezeichnen wollen. Mit Hilfe 
der krystallisierten Bariumsalze gelingt es, die 3 Siuren von 
anderen Beimengungen zu befreien. Desoxycholsiiure liBt sich 
vermége ihrer geringen, Anthropo-desoxycholsiiure vermige ihrer 
groBen Lislichkeit in Ather beseitigen, und unter den im Versuchs- 
teil niiher beschriebenen Bedingungen gelingt dann die Krystalli- 
sation der Weyland-Saure, die in groBen SpieBen vom Schmelz- 
punkt 165° aus Ather herauskommt. Zur Kennzeichnung dieser 
Sadure ist von Bedeutung, daB sie mit Essigsiureanhydrid—Schwefel- 
siiure die gleiche, wenn auch etwas schwichere, rote Farbreaktion 
gibt wie Anthropo-desoxycholsiure. Die Aufklirung ihrer Natur, 
fiir die etwa 4g der neuen Saure zur Verfiigung standen, hat 
zu dem Ergebnis gefiihrt, daB es sich nicht um eine einheitliche 
Substanz handelt, sondern dab in der Weyland-Siure eine Molekel- 
verbindung aus je einem Mol Anthropo-desoxycholsiure (I)- 
und 3-Oxy-12-keto-cholansiure (II) vorliegt, die offenbar 
nach Art der Choleinsiuren miteinander verbunden sind. 


CH(CH,): CH, CH,-CO,H 


CH, | 
eae 
oe 
H 


Von dieser zusammengesetzten Siure leitet sich ein ein- 
heitlicher Methylester ab, in dem 3 Atome aktiven Wasserstofis 
nachzuweisen waren. Damit im Ejinklang zeigt die quantitativ 


1) Dissertation, Miinchen 1920, S. 46. 
*) Vgl. die Dissertationen von W. Meiser u. O. Dorrer, Miinchen 1930 
und 1932. 
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CH(CH,)-CH,:CH,-CO,H 
O C4, | 
a 


Il CH, | iat casa 
oe ye 


H 
a 

durchgefiihrte Oxydation mit Chromsiiure den Verbrauch von 
6 Aquivalenten Sauerstoff an. Durch Oxydation mit Salpetersiure 
wurde Desoxybiliansiure erhalten, die thermische Zersetzung 
fiihrte zur Isolierung einer ungesittigten Ketosiure, die zu 12- 
Ketocholansiure hydriert werden konnte. Damit war die 
Siure IT als Bestandteil der Weyland-Saure sichergestellt. Die Zer- 
legung der Doppelmolekel in die beiden Komponenten gelang erst, 
als wir durch Einwirkung von Semicarbazid die Ketosiure als 
schwerlésliches Semicarbazon abtrennten. Damit war die Anthropo- 
desoxycholsiure freigemacht und dem scharfen Nachweis zugiing- 
lich. Durch Spaltung des Semicarbazons lieB sich auch die Oxy- 
ketosiure (II) in reiner Form darstellen und mit einem Priparat 
identifizieren, das schon friiher von Borsche’) durch partielle 
Hydrierung von Dehydro-desoxycholsiure (3,12-Diketo-cholansiure) 
gewonnen worden war. Diese Siure krystallisiert mit einem Mol 
fest gebundenen Wassers. Vereinigt man sie mit der gleichen 
Menge Anthropo-desoxycholsiure, so bindet sie an Stelle des 
Wassers ein Mol dieser Saiure. Das synthetische Produkt war 
in jeder Hinsicht identisch mit der aus Galle dargestellten 
Weyland-Siure. 

Wir halten es vom physiologischen Standpunkt aus fiir be- 
merkenswert, da eine Ketosiiure in der Galle vorkommt und 
sehen in ihr ein mégliches Zwischenprodukt im synthetischen 
Aufbau des Ringgeriistes. 

Die zweite neue Siure, die hier beschrieben wird, gehdért 
nicht der bisher allein bekannten Cholansiure-Reihe an. Auch von 
ihr ist in einer friiheren Dissertation, in der von G. zum Tobel”), 
bereits die Rede. Zum Tobel und schon vor ihm E. Ribot?) 
hatten beobachtet, daB ein Teil der Bariumsalze, deren fraktionierte 
Fiillung eine ™-ennung der Gallensiiure herbeifiihren sollte, sich 
mit Natriumec:.vonat nicht vollstiindig umkochen lie®. Aus dem 
ungelésten organischen Salz wurde dann eine Siure isoliert, die 





1) Ber. chem. Ges. 56, 3323 (1922). *) Freiburg 1925. 
8) Dissertation Techn. Hochschule, Miinchen 1922. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIV. 4 
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sich von allen bisher bekannten Gallensiiuren durch hohen Schmelz- 
punkt (256°), Unléslichkeit ihrer Alkalisalze auch in heiBem Wasser 
und durch eine priachtige carminrote Farbreaktion nach Lieber- 
mann unterschied. Zu ihrer Isolierung dient das schwerlésliche 
Natriumsalz oder, genauer gesagt, das gallertige Gemenge von 
Natriumsalzen, das beim Ausschiitteln der schwachen Siuren aus 
Gallensiiuren-Mutterlauge mit Natronlauge anfallt. Die Reinigung 
der Siure ist umstiindlich, die Ausbeuten sind sehr gering. 
Aber diese — auch gut krystallisierte — Sure bietet ein 
besonderes Interesse deshalb, weil sie ihrer Zusammensetzung nach 
den Sterinen nahe zu stehen scheint. Sie ist einbasisch und liefert 
einen krystallisierten Methylester, dessen Molekulargewichtsbestim- 
mung fiir die Saiure auf ein Molekulargewicht von etwa 500 hinweist. 
Chromsiiure oxydiert leicht, ein Anzeichen fiir das Vorhandensein 
nicht tertiiirer alkoholischer Gruppen. Fiir die nihere Untersuchung 
des Oxydationsprodukts hat das Material noch nicht ausgereicht. 
Die Analysen der ,,Sterocholsiure“ — so wollen wir die 
Siure nennen — stimmen am besten auf die Zusammensetzung 
C,,H,,O,, und diese Formel steht auch mit dem Molgewicht in 
befriedigender Ubereinstimmung. Dabei méchten wir Formeln 
mit 27 oder 29 C-Atomen nicht voéllig ausschlieBen, obwohl die 
Analysen (auch die des Esters) weniger gut mit ihnen in Einklang 
zu bringen sind. Jede weitere Erérterung der Natur dieser Siure 
wire verfriiht. Aber auf einen méglichen biologischen Zusammen- 
hang der Sterocholsiure mit den Sterinen, von denen man ja 
Angehorige der Arten C,,, C,, und C,, kennt, sei doch nach- 
driicklich hingewiesen. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Isolierung der Weyland -Saure. 

Als Ausgangsmaterial diente eine Fraktion von Rohsiiuren, die 
fast vollstindig frei von Cholsiure war, aber neben Desoxycholsiure 
die anderen Sauren von gleicher Stiirke, sowie in ansehnlicher Menge 
Fettsiuren und auch noch andere schwache Siuren enthielt.?) 

500 g der dunkelbraunen Masse wurden in 500 com warmer 
2n-NaOH gelést, die erkaltete, auf 2 Liter verdiinnte Lésung 





1) Der Firma C. H. Boehringer Sohn A.-G. in Niederingelheim a. Rh., 
insbesondere dem Leiter des dortigen Gallensiurebetriebes, Herrn Dr. P. Wey- 
land méchte ich fiir die Verarbeitung von 10 Tonnen frischer Rindergalle 
fiir die Zwecke meiner Untersuchungen iiber die Nebensiuren der Galle 
bestens danken. H. W. 
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wurde in einem Scheidetrichter von 5 Litern mit 2 Liter Ather 
iiberschichtet und durch anteilweisen Zusatz von je 50 ccm 
2 n-Salzsiure gegen Congo sauer gemacht. Damit die Gallensiiuren 
in den Ather gehen, muB jedesmal kriftig geschiittelt werden. 
Die saure wiBrige Lésung wird noch 2mal mit je 100 cem Ather 
nachgeschiittelt. 

Aus dieser Atherlésung werden die Gallensiiuren in Frak- 
tionen durch Alkalilésungen von zunehmendem p,, ausgezogen. ?) 
Zuerst wurde m/,-Na-Phosphatgemisch aus 9 Teilen sekundirem 
und 1 Teil primirem Phosphat, p,, = 7,6, angewandt, indem man 
die Atherlésung mehrmals mit je 400 ccm dieses Gemisches kriiftig 
ausschiittelte. Nach Verbrauch von 3 Litern wurden die anfangs 
sehr dunklen Ausziige heller, mit weiteren 2 Litern ist die Lésung 
erschépfend extrahiert. Die einzelnen Ausziige werden nach- 
seiithert und dieser Ather stets zur Hauptmenge hinzugefiigt. Die 
vereinigten wiBrigen Liésungen werden durch vorsichtiges Er- 
wirmen auf dem Dampfbad vom gelésten Ather befreit. Nach 
mehrtigigem Stehen hat sich eine geringe Menge flockiger Sub- 
stanz abgeschieden, von der man die dunkle Liésung vorsichtig 
abgieBt. Der Rest wird durch Zentrifugieren getrennt, der Nieder- 
schlag mit verdiinntem NaOH aufgerihrt und auf der Zentrifuge 
gewaschen. In diesem schwerléslichen Niederschlag, 1,5 g, ist das 
Na-Salz der Sterocholsiure enthalten. Aus der Salzlésung werden 
durch verdiinnte Salzsiiure 170g roher Gallensiiure gefiallt; in 
dieser Fallung ist die Weyland-Siure enthalten. 

Man list die Rohsiiure in 250cem 2 n-Ammoniak, verdiinnt auf 
2 Liter, erhitzt in einem Emailletopf zum Sieden und fiigt nun unter 
heftigem Riihren m/,-BaCl,-Lésung in Mengen von 20—30 ccm 
hinzu. Die ersten 20—30 g Ba-Salz fallen als schwarze Schmiere, 
mit weiteren 20 ccm BaCl,-Lésung wird der Niederschlag braun. 
Man priift nun eine Probe der Liésung im Reagenzglas, ob mit 
wenig weiterem Bariumchlorid der Niederschlag krystallin wird. Ist 
dieser Punkt erreicht, gie8t man die ganze Lésung von der Schmiere 
ab und fallt so lange in der Siedehitze weiter, bis die krystalline 
Fallung wieder schmierig zu werden beginnt. Nun wird das Barium- 
salz abgesaugt (etwa 30g, A) und der Inhalt der Lésung voll- 
stindig ausgefallt. Das schmierige, aber mit Krystallen durchsetzte 
und mittelbraune Salz wird mit Soda umgekocht, die freie Siure 
wird wieder in Ammoniak gelést und, wie beschrieben, fraktioniert 


1) Diese Methode ist genauer beschrieben in den Dissertationen von 
W. Meiser (1930) und O. Dorrer (1932). 
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mit Bariumchlorid gefaillt. Was krystallisiert, wird abgesaugt, aus 
der schmierigen Fallung wird wieder die Siure isoliert und die 
fraktionierte Fallung so oft wiederholt, bis kein krystallisiertes 
Ba-Salz mehr erhalten wird. 

Die vereinigten krystallisierten Ba-Salze, in denen neben viel 
Desoxycholsiure und wenig Anthropo-desoxycholsiure die Wey- 
land-Siiure enthalten ist, werden mit Soda umgekocht. Die nach 
dem Absaugen von Bariumcarbonat erhaltene Na-Salzlésung wird 
unter so viel Ather angesiiuert, da8 alle Gallensiiuren in Lisung 
gehen. Die braune Atherlésung wird unter Schiitteln etwa 1/, Stunde 
lang mit CaCl, getrocknet, abgegossen und im offenen Erlenmeyer 
sich selbst iiberlassen. Dabei kommt der gréBte Teil der Desoxy- 
cholsiiure in festhaftenden Prismen oder Linsen zur Krystallisation. 
Wenn das Volumen nach einigen Tagen auf */, des urspriinglichen 
zuriickgegangen ist, gieBt man ab und vertreibt den Ather auf 
dem Dampfbad. Die dunkelbraune ziihe Masse, die hinterbleibt, 
wird in der gerade nétigen Menge siedenden absoluten Alkohols 
gelést und bis zum Umschlag von Phenolphthaleinpapier mit Na- 
iithylatlésung versetzt. Das schon in der Hitze auskrystallisierende 
Salzgemisch wird nach dem Erkalten scharf abgesaugt und mit 
Alkohol—Ather 1:1 gewaschen. Aus den Salzen werden nun 
wieder die Siuren isoliert und ihre Atherlésung wiederum zur 
Beseitigung noch vorhandener Desoxycholsiure der Krystallisation 
iiberlassen. Was jetzt in Lésung bleibt, erfihrt eine zweite Reini- 
gung iiber die Na-Salze. Die so erhaltene Krystallisation, die immer 
noch schwach gefiirbt ist, wird in heifem absolutem Methylalkohol 
gelést. Man kann daraus durch Kochen mit 1/, des Substanz- 
gewichts an Tierkohle einen Teil des Farbstoffs entfernen. Die 
filtrierte Lisung wird hiernach auf dem Dampfbad rasch bis aut 
1—2 ccm eingeengt, dann fiigt man in die schon von Krystallen 
erfiillte Lisung das gleiche Volumen siedenden Athylalkohol und 
saugt nach dem Erkalten ab. 

Das Salzgemisch ist zur Krystallisation der Weyland-Siure 
geniigend vorbereitet. Wenn man die getrocknete itherische Lé- 
sung der freien Siure auf ein kleines Volumen eingedampft hat 
und dann im Reagensglas der Krystallisation iiberliBt, so kommen 
beim langsamen Verdunsten des Athers meist zuerst noch die 
linsen- oder auch prismenférmigen Krystalle von Desoxycholsaure. 
Bald aber beginnen sich auch die federférmig angeordneten 
SpicBe der Weyland-Siure auszuscheiden und wenn man diesen 
Zeitpunkt wahrnimmt, gelingt es, aus der abgegossenen Lésung 
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diese Siiture alsbald rein zu erhalten. Ein Mitkrystallisieren von 
Anthropo-desoxycholsiure ist bei deren groBer Atherléslichkeit 
nicht zu befiirchten. Mitunter erhilt man die Weyland-Siure als- 
bald mit dem richtigen Schmelzp. 163—164°, meist aber enthilt 
sie noch wenig Desoxycholsiiure, von der sie durch nochmalige 
Krystallisation der Na-Salze aus Alkohol (wie oben) befreit werden 
kann. Sehr geeignet zur vollkommenen Reinigung ist die Kry- 
stallisation des Na-Salzes aus verdiinnter Lauge. Man list 
die Siure in der nétigen Menge siedender n/,-NaOH auf und 
findet nach langsamem Erkalten die Lisung von sehr feinen, seidig 
elinzenden Nadeln erfillt, die man unter geringem Unterdruck 
iiber einer grofflichigen Nutsche absaugt und mit n/,-Lauge 
wischt. Niederschlag samt Filtrierpapier werden in einen kleinen 
Scheidetrichter gebracht; mit Salzsiiure und Ather gewinnt man 
die freie Siiure, die nun aus Ather vollkommen rein auskrystalli- 
siert. Schmelzp. 164—165° Aus heiBem Essigester kann die 
Weyland-Siure ebenfalls umkrystallisiert werden; strahlig angeord- 
nete groBe Nadeln. Die Ausbeute an reiner Siiure betriigt etwa 
1,9 g, wenn auch die Mutterlaugen im Sinne des beschriebenen 
Verfahrens aufgearbeitet werden. 

4,601, 4,140, 4,338 mg Subst.: 12,480, 11,235, 11,710 mg CO,, 4,210, 3,77, 
3,94 mg H,0O. 


(C,,H,,0,°C,,H,,0,) (782) Ber. C 73,66 H 10,00 
Gef. ,, 73,97, 74,01, 73,62 ,, 10,24, 10,19, 10,16. 


Eigenschaften und Reaktionen der Weyland-Saure. 

Mit Essigsiureanhydrid—Schwefelsiiure firbt sich die Siure 
intensiv rot. Die Farbe ist von der, die Anthropo-desoxycholsiiure 
gibt, nicht zu unterscheiden: in diinner Schicht rosa, in dicker 
braunrot. In der Unléslichkeit des Natriumsalzes in kalter n/,-NaOH 
besteht ein charakteristischer Unterschied gegeniiber Desoxychol- 
siure und Anthropo-desoxycholsiiure. Das Bariumsalz der Wey- 
landsaiure fallt aus der kalten Lésung der Siure in Ammoniak — 
worin sie sich leicht lést — in gallertiger Form, die Gallerte 
verwandelt sich mit der Zeit in ein Haufwerk langer diinner Nadeln. 

Methylester. 50 mg der Siure wurden, in 5 ccm absolutem 
Ather gelist, mit iitherischer Diazomethanlésung bis zum Auf- 
héren der Stickstoffentwicklung verestert. Uberschiissiges Diazo- 
methan wurde mit einem Tropfen Eisessig entfernt, dann wurde 
mit Sodalésung ausgeschiittelt und der Ather verdampft. Der 
Riickstand krystallisierte aus Ather—Gasolin (1:2) und wurde 2 mal 
aus dieser Mischung umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzp. 109 
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bis 110° Mit Essigsiiureanhydrid—Schwefelsiure intensiv carmin- 
rote Fiirbung, viel blaustichiger und stiirker als bei der Saure. 
4,694 mg Subst.: 12,775 mg CO,, 4,30 mg H,O. — 5,221 mg Subst.: 
2,94 mg AgJ. 
(C,,H,,0, + CysH,.0,) (810) Ber. C 74,07 H 10,10 OCH, 7,65 
Gef. ,, 74,11  ,, 10,25 yy Ty4De 


Bestimmung des aktiven Wasserstoffs. 12,940 mg: 1,12 cem CH, 
(22°, 737 mm). 
Ber. fiir 3 akt. H: 0,373°/, Gef. H 0,35°,. 


Oxydation mit Chromsiure. 0,10g Weyland-Siure wurde in 1 ecem 
Eisessig mit 1,2 ecm n/,-CrO,-Eisessiglésung bei 10° zusammengebracht. 
Nach einigen Stunden wurde etwas schweflige Siure und !/, cem n/,-Schwefel- 
siiure hinzugefiigt und die Lésung im Vakuumexsiccator zur Trockne ver- 
dampft. Der Riickstand wurde mit Ather ausgezogen, die nach dem Ein- 
engen in gefiederten Nadeln erscheinende Siiure wurde nochmals aus Ather 
umkrystallisiert. Schmelzp. 178°. Aus Eisessig kommt die Siure nach dem 
Anspritzen der heiBen Lésung mit wenig Wasser in diinnen Tafeln. Aus- 
sehen wie Dehydro-desoxycholsiiure, mit der gemischt keine Schmelz- 
punktsdepression. 

3,180 mg Subst.: 8,570 mg CO,, 2,75 mg H,0. 

C,,H,,0, (388) Ber. C 74,23 H9,28 Gef. C 73,50 H 9,68. 


Der Methylester krystallisierte aus verdiinntem Methylalkohol in 
Tafeln und schmolz wie ein zum Vergleich dargestelltes Priiparat von 
Dehydro-desoxycholsiiure-methylester bei 123—124° (Mischprobe). Die zu 
erwartende Dehydro-anthropo-desoxycholsiiure, die leichter léslich ist, hat 
sich nicht rein isolieren lassen. 

Quantitative Oxydation. 0,150 g Weyland-Siure wurde in einem 
Schliffkélbchen in 2 cem reinen Eisessigs gelést, dazu kamen bei AuBen- 
kiihlung 4 cem CrO,-Eisessiglésung, die 17,10 ccm n/,9-Thiosulfat entsprachen. 
Nach 14 stiindigem Stehen bei Raumtemperatur waren 12,4 cem n/,,.-Chrom- 
siiure verbraucht. Ber. (fiir 6 Sauerstoffiiquiv.) 11,5. 

Oxydation mit Salpetersiure. 0,1 g Weyland-Siure wurde nach 
und nach in 0,4 ecm Salpetersiure 1,5 eingetragen. Nach einigen Stunden 
wurde mit wenig Wasser angespritzt, die ausgeschiedene Krystallisation 
wurde zweimal aus Eisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 297°, wie Desoxy- 
biliansiiure (Mischprobe). 


4,323 mg Subst.: 10,51 mg CO,, 3,33 mg H,0. 
C,,H,40, (436) Ber. C 66,01 H 8,31 Gef. C 66,30 H 8,62. 


Der Methylester krystallisierte aus Methylalkohol in Nadeln vom 
Schmelzp. 118°, wie Desoxybiliansiuremethylester (Mischprobe). 


Brenzreaktion. 0,2 g der Weyland-Siure wurde in der 
iiblichen Weise der thermischen Zersetzung unterworfen; im Hoch- 
vakuum destillierte hierauf 0,18 g iiber. Aus Ather—Gasolin 
krystallisierten feine Nadeln, die nach zweimaliger Umkrystallisation 
bei 167° schmolzen. Farbreaktion nach Liebermann rétlich gelb. 
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4,237 mg Subst.: 11,995 mg CO,, 3,77 mg H,0. 
Cy,Hye03 (872) Ber. C 77,36 H 9,97 Gef. C 77,21 H 9,96. 


Diese, noch nicht beschriebene /2-Keto-cholensiure wurde 
in Alkohol mit Platinoxyd katalytisch hydriert. Das Hydrierungs- 
produkt wurde aus Methylalkohol zu schénen Tafeln vom Schmelz- 
punkt 180° umkrystallisiert. Mischschmelzpunkt mit /2-Keto- 
cholansiure (Schmelzp. 183° bei 181° Liebermannsche 
Reaktion wie bei dieser: erst gelb, dann orangerot. Der mit Diazo- 
methan bereitete Methylester krystallisierte aus Methylalkohol in 
breiten Tafeln vom Schmelzp. 102°. Mischschmelzpunkt mit einem 
Vergleichspriparat vom Schmelzp. 104—105° auch bei dieser 
Temperatur. Liebermannsche Reaktion der beiden Ester iden- 
tisch, olivgriin. 

Die beider Brenzreaktion neben der ungesittigten Ketosiurezu erwartende 
Choladiensiure (aus Anthropo-desoxycholsiure) wurde nicht in reinem 
Zustand gewonnen. Bei einer Wiederholung der Reaktion gewann man ein 


Siuregemisch vom unscharfen Schmelzp. 105—113°, in dem nach der Ana- 
lyse ein Gemisch der beiden zu erwartenden Siiuren vorlag (C 78,45, H 9,87). 


Zerlegung der Weyland-Siure in 3-Oxy-/2-keto-cholan- 
siure und Anthropo-desoxycholsiure. 
Semicarbazon. 0,1 g Weyland-Siure wurde mit der alkoholischen 
Lésung von Semicarbazid (aus 0,1 g Chlorhydrat) 10 Stunden am RiickfluB- 
kiihler gekocht. Nach. dem Erkalten schied sich das flockige Semicarbazon 
(0,06 g) ab, das nach zweimaligem Umfillen aus Ammoniak analysiert wurde. 


4,240 mg Subst.: 0,324 cem N, (16°, 710 mm). 

C,;H,,0,N, (447,3) Ber. N 9,39 Gef. N 8,28. 

Nach kurzem Kochen des Semicarbazons in wenig ver- 
diinntem Eisessig erhielt man nach dem Erkalten lange Nadeln, 
die bei 105° sinterten, bei 115—118° aufschiumten. Die dann 
wieder festwerdende Substanz schmolz bei 155—160° Die nach 
Borsche?) dargestellte Oxy-keto-cholansiure zeigte genau 
die gleichen Erscheinungen, auch mit unserem Priaparat gemischt. 
Liebermann-Reaktion beider Priiparate erst gelb, nach einiger 
Zeit orange. 

Die Mutterlauge von der Semicarbazon-Bereitung wurde ein- 
gedampft, der Riickstand in Ammoniak gelést und mit Saure 
ausgefillt. Die getrocknete Siiure (0,048 g) wurde in alkoholischer 
Lisung mit Na-Athylat in das schén krystallisierte Natriumsalz 
iibergefiihrt, dessen Farbreaktion mit der von Anthropo-des- 
oxycholat qualitativ und quantitativ iibereinstimmte. Die spezi- 


1) Ber. chem. Ges. 55, 3323 (1922). 

















56 Heinrich Wieland und Sanji Kishi, 


fische Drehung wurde etwas héher gefunden, als bei dem Ver- 
gleichspriparat, wohl infolge eines geringen Gehalts an dem viel 
héher drehenden oxy-ketosauren Salz. 

19,16 mg Natriumsalz aus Weyland-Siure in 1ccem Wasser, 1dm-Rohr, 
tila and [a}h® = + 17,2° 

10 mg Natrium-anthropo-desoxycholat in 5 cem Wasser, 1 dm-Rohr, 
> [ox], ° = + 10,0° 

Die Krystallisationsfahigkeit der freien Siiure war ebenso 
gering wie bei der Anthropo-desoxycholsiure. 


Synthese der Weyland-Saure. 

0,142 g 3-Oxy-12-keto-cholansiure (krystallwasserhaltig) wurde 
mit etwa der gleichen Menge Anthropo-desoxycholsiure, aus 
0,142 g¢ reinem Na-Salz bereitet, in heiBem Essigester gelést. 
Beim Abkihlen krystallisierten 0,205 g schéne Nadeln vom 
Schmelzp. 163—164° Aus der eingeengten Mutterlauge kamen 
weitere 0,015 g heraus. Die Ausbeute ist also nahezu die theo- 
retische. 

Der Vergleich der so dargestellten und nochmals aus Ather 
umkrystallisierten Siure bestitigte die Identitit mit dem natiir- 
lichen Produkt (Mischprobe, Liebermann-Reaktion, Léslichkeit). 
Der Methylester schmolz bei 109—110° (Mischprobe). 


Spezifische Drehung. Natiirliche Siure. 20,373 mg in 1 ecm 
96°/,igem Alkohol gelést; 1 dm-Rohr. a = + 1,36°% 


[a]2° = + 66,8°. 
Synthetische Sure. 99,8 mg in 5 cem Alkohol, 1 dm-Rohr. 
ome 0 
a = + 1,34”. [o]2° = + 67,1°. 


Der Drehwert der Weyland-Siure zeigt nicht genau das Mittel aus 
den Drehwerten seiner Bestandteile. 


Spezifische Drehung der 3-Oxy-12-keto-cholansiure. 0,1¢ 
Subst. in 5 cem Alkohol, 1 dm-Rohr. o = + 2,14°. 
[a]2° = + 111,9° 
[a], fiir Anthropo-desoxycholsiure =+ 11,1°. 


Als arithmetisches Mittel ergiibe sich fiir die Weyland-Siure ein Dreh- 
wert von + 61,5° 


Die Isolierung der Sterocholsaure. 


Diese Siure ist zum Teil in den unlislichen Na-Salzen ent- 
halten, die oben (S. 51) erwihnt sind. In der Hauptsache findet 
sie sich bei den schwiacheren Siuren, die nicht von Phosphat- 
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losung p,, 7,6 extrahiert werden. Die Atherlésung, in der diese 
Siuren enthalten sind, wird mit kalt gesittigter Bicarbonatlésung 
und wenn diese nur wenig Siure aufnimmt, sofort mit n/1-Soda- 
lésung ausgeschiittelt. Wegen der Emulsionsbildung durch die 
entstehenden Seifen ist diese Operation unangenehm. Da unser 
Ausgangsmaterial im wesentlichen nur noch in Soda ldésliche 
Siuren enthielt, war eine ganz scharfe Trennung von itherischer 
und waBriger Schicht nicht nétig. Die vereinigten Ausziige, die 
gallertig erstarrten, wurden im Scheidetrichter unter Gasolin 
mit Salzsiure angesiuert, zur Entfernung der Fettsiuren. Der 
unlésliche Kuchen wurde wieder in Alkali gelést und das Aus- 
fillen unter Gasolin erneut durchgefiihrt. Die Reinigung muf 
so oft wiederholt werden, bis keine Fettsiuren mehr in der 
Gasolinlésung auftreten. Es blieben schlieBlich 110 g harziger 
unléslicher Siiure, die man wieder in Ather léste. Man schiittelt 
diese Atherlésung wieder nacheinander mit Phosphat, Bicarbonat 
und Soda durch. Aus allen drei Ausziigen scheiden sich schwer 
lésliche amorphe Na-Salzgemische aus, die nach dem Vertreiben 
des gelésten Athers durch Abdekantieren der klaren Lisung und 
durch Zentrifugieren in der oben beschriebenen Weise isoliert 
werden. Sie enthalten neben wenig Sterocholsiure viele gefirbte 
Verunreinigungen, die wohl aus dem Gallenfarbstoff stammen. 
Die vereinigten Natriumsalze werden, zur Uberfiihrung in die 
freien Siuren, in wenig heiBem Eisessig gelést; diese Lésung wird 
in verdiinnte Salzsiure eingegossen, die ausgeschiedenen Flocken 
werden abgesaugt und scharf getrocknet. Durch mehrstiindige 
Extraktion mit absolutem Ather aus der Hiilse lift sich ein Teil 
der Beimengungen, so Lithocholsiure, entfernen. Was ungelést 
bleibt, wird in der gerade notwendigen Menge heiBen absoluten 
Alkohols gelést. Diese Lésung neutralisiert man mit 20°/,iger 
methylalkoholischer Kalilauge, die man tropfenweise zufiigt, gegen 
Phenolphthalein und dampft dann im Reagensglas auf dem Wasser- 
bad ziemlich weit ein, bis ein krystallisiertes Kaliumsalz sich 
ausscheidet. Das Salz wird abgesaugt, in sehr wenig absolutem 
Methylalkohol heiB gelést und durch Zugabe von Athylalkohol 
zu erneuter Krystallisation gebracht. 

Um die freie Siure zu erhalten, lést man das gereinigte 
Kaliumsalz in wenig Eisessig und spritzt in der Hitze mit wenig 
Wasser an. Die Siure krystallisiert langsam aus, meist in sternférmig 
gruppierten Nadeln. Die so erhaltene Siure ist schon nahezu 
rein; sie schmilzt bei 252°. Sie kann aus Alkohol umkrystalli- 
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siert werden, in dem sie auch in der Hitze schwer léslich ist; man 
mu deshalb die heif gesittigte Lisung einengen. Auch nach 
dreimaliger Krystallisation aus Alkohol stieg der Schmelzpunkt 
nicht héher als auf 256°. Wenn man das Kaliumsalz mit Salz- 
siiure unter viel Ather zersetzt, gelingt es, einen Teil der Siure 
in den Ather zu bringen, aus dem sie sich beim Verdunsten in 
elnheitlichen zentrisch gruppierten Nadeln ausscheidet. Die Aus- 
beute an Sterocholsiure ist namentlich wegen der Schwierigkeiten 
der Reindarstellung sehr gering. Man erhilt etwa 0,2—0,3 g. 

3,257, 4,541 mg Subst.: 8,985, 12,560 mg CO,, 2,97, 4,16 mg H,0. 

C,.H,,0, (446,3) Ber. C 75,27 H 10,39 

Gef. ,, 75,24, 75,45  ,, 10,20, 10,25. 

Die Sterocholsiure ist in den meisten Lésungsmitteln viel 
schwerer léslich als die anderen Gallensiiuren. Am leichtesten 
geht sie in Kisessig und Chloroform. Zur Isolierung und zum 
Nachweis sind die in Wasser, auch in der Hitze, ganz unléslichen 
Alkalisalze sehr geeignet. Durch diese Eigenschaft ist die Siure 
beim Umkochen eines Ba-Salzgemischs mit Soda von G.zum Tobel?) 
vor 7 Jahren entdeckt worden: In dem von der Lésung befreiten 
Ba-Carbonat war ihr unldésliches Natriumsalz zuriickgeblieben. 
Auferdem ist die intensive carminrote Liebermann-Reaktion sehr 
charakteristisch und macht die Erkennung der Sterocholsiure 
leicht. Die Siure verbraucht in EHisessig ziemlich rasch Chrom- 
siure. Nachdem der Versuch mit einem kleinen UberschuB von 
CrO, einige Zeit gestanden hatte, wurde das Dehydrierungsprodukt 
ausgefallt und aus Methylalkohol umkrystallisiert. Farblose 
Schuppen vom Schmelzp. 223% Keine Farbreaktion. Zur Analyse 
reichte das Material nicht aus. 

Sterocholsiure-methylester. Darstellung in Methylalkohol 
mit atherischer Diazomethanliésung. Die Siure setzt sich rasch 
um. Die Atherlésung wird nach Zerstérung des iiberschiissigen 
Diazomethans durch Eisessig mit Soda ausgeschiittelt, nach dem 
Verdunsten des Athers bleibt der Ester krystallisiert zuriick und 
wird aus Essigester—Gasolin (1:4) umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 210°. Liebermann-Reaktion intensiv kirschrot. 

4,225 mg Subst.: 11,730 mg CO,, 3,850 mg H,0. 

C,,H,,0, (460,83) Ber. C 75,59 H 10,51 Gef. C 75,72 H 10,20. 

Molekulargewichts-Bestimmung (nach. Rast). 0,251, 0,182 mg 
Subst. in 3,210, 2,880 mg Campher: 4 = 6,1°, 5,0° 

Ber. M 460  Gef. M 513, 506. 





1) Dissertation, Freiburg i. Br. 1925. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensduren. 
XLVI. Mitteilung. 
Die Bromierung der Brenz-desoxybiliansaure. 


Von 


Heinrich Wieland und Theodor Posternak. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. November 1932.) 


Der viel bearbeiteten Brenz-desoxybiliansiiure C,,H,,0, kommt 
nach unserer heutigen Konstitutionsbetrachtung die Formel I zu. 
Bei vorsichtiger Bromierung nimmt sie in glatter Reaktion ein 
Atom Brom auf. Wie sich aus dem Abbau dieser Monobrom- 
siiure (II) ergeben hat, ist das Brom an das tertiiire Kohlenstoff- 
atom 5 getreten. Durch Hydrolyse mit Natronlauge kann das 
Brom durch OH ersetzt werden. Wichtiger ist die Uberfiihrung 
von II mit Pyridin in die ungesittigte Diketosiiure C,,H,,O, (IL), 
die sich mit Permanganat in Eisessig zu einer Oxy-triketosiure 

CH(CH,)-CH,-CH,-CO,H 
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C,,H,,.O, oxydieren lit. Dabei hat sich offenbar 2mal OH an 
die Doppelbindung angelagert und eine sekundiire Alkoholgruppe | 
ist zu CO weiter oxydiert worden. Dieser Umwandlung wird die 
Formel IV fiir die Oxy-triketo-carbonsiiure gerecht. 

Nach IV besitzt die Siure C,,H,,O, den Charakter eines 
f-Diketons. Damit stimmt aufs beste iiberein, daB sie durch 
alkoholisches Kali hydrolytisch aufgespalten wird zu einer Oxy- 
diketo-dicarbonsiure C,,H,,O,, fiir die die Formeln Va und Vb 
in gleicher Weise in Betracht kommen. Die Fortsetzung dieser 
Untersuchung durch Frl. E. Dane und J. Klee hat fir Va ent- 
schieden. Da diese Dicarbonsiiure eine starke Farbreaktion mit 
Kisenchlorid zeigt, wird man annehmen miissen, daB die ¢-Oxy-keto- 
gruppe Neigung zur Umlagerung in die Dienol-Form (VJ) besitzt, 
wofern nicht — woriiber die Analyse nicht scharf entscheiden 
kann — Autoxydation zu dem wohl leicht enolisierbaren Diketon 
eingetreten ist. Ubrigens haben wir in der XL. Mitteilung?) ein 
cyclisches ¢-Oxy-keton beschrieben, das ebenfalls mit EKisenchlorid 
eine Farbreaktion zeigt. 


5-Brom-brenzdesoxybiliansiure (II). Die Bromierung gelingt nur 
mit sorgfaltig gereinigtem Ausgangsmaterial. 7 g Brenzdesoxy- 
biliansiure werden in 35 ccm Eisessig gelist. Zu der abgekiihlten 
Lésung fiigt man 1 ccm einer Lésung von 3g Brom in 10 cem Kis- 
essig, dann einige Tropfen mit HBr gesiittigten Eisessigs. Die 
Farbe verschwindet nach kurzer Zeit. Unter Kiihlung und dauern- 
dem Schiitteln 1iBt man dann, im Lauf von 5 Minuten, den Rest 
der Bromlésung zutropfen, die fast augenblicklich verbraucht 
wird. Nach 20 Minuten — bei liingerem Stehen tritt Zersetzung 
unter Dunkelbraunfirbung ein — gieft man in Eiswasser, das 
etwas schweflige Siiure enthilt. Der abfiltrierte und im Vakuum 
scharf getrocknete Niederschlag wird mit wenig absolutem Ather 
iibergossen, in dem er sich anfangs zum gréBten Teil lést. Bald 
aber erstarrt die Mischung zu einem Krystallbrei. Man 1laBt iiber 
Nacht im Ejisschrank stehen, saugt dann ab und wischt mit 
wenig Ather. Ausbeute 5 g vom Schmelzp. 166°. Zur Analyse 
extrahiert man die Substanz aus der Hiilse mit Ather. Schmelz- 
punkt der reinen Siure 174—176° (unter Zers.) Farblose Nadeln. 


4,221 mg Subst.: 9,435 mg CO,, 2,80 mg H,0. 
C,,H,,0,Br (453) Ber. C 60,93 H 7,28 Gef. C 60,96 Hi 7,42. 





1) Diese Z. 211, 164 (1932). 
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5-Oxy-brenz-desoxybiliansiure. 1 ¢ fein gepulverter Bromsiiure 
wird in 60 ccm kalter n/,,-NaOH gelést. Nach 16stiindigem Stehen 
bei Raumtemperatur siiuert man die filtrierte Lisung unter Kiih- 
lung an. Der anfangs gallertige Niederschlag wird nach einiger 
Zeit kérnig; man trocknet ihn nach dem Absaugen, verreibt mit 
absolutem Ather, mit dem man die Substanz einen Tag lang in 
Beriihrung lift. Zur Reinigung mu 6fters aus Eisessig um- 
krystallisiert werden, wobei man die heibe Lisung bis zur Trii- 
bung mit Wasser anspritzt. Die Oxysiiure erscheint schlieBlich in 
kleinen sechsseitigen glinzenden Tafeln vom unscharfen Schmelz- 
punkt 272°. Die Reinigung ist mit grofen Verlusten verbunden. 
4,991, 5,441 mg Subst.: 13,00, 14,17 mg CO,, 3,95, 4,28 mg H,O. 
C,,H,,0, (390) Ber. C 70,77 H 8,72 
Gef. ,, 71,04, 71,08 », 8,86, 8,80. 
Titration. 7,08 mg verbrauchten 0,370 cem n/,,-KOH. 
Aquivalent. Ber. 390 Gef. 383. 


Sdure C,,H,,0, (Ill). 1 g Brom-brenzdesoxybiliansiure wird 
in 12 ccm Pyridin 6 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. 
Nach dem Erkalten neutralisiert man das Pyridin mit eiskalter 
verdiinnter Salzsiiure und saugt das zuerst schmierig ausgeschie- 
dene, bald aber krystallin gewordene Reaktionsprodukt ab. Nach 
dem Trocknen digeriert man einige Zeit mit wenig absolutem 
Ather, saugt wieder ab und krystallisiert den Riickstand aus 
8ccm 50°%/,igem Alkohol um. Schwach gelbgefirbte breite Nadeln 
vom Schmelzp. 212—216°, der sich nach 3 maligem Umkrystalli- 
sieren auf 214—216° erhoht. 

5,000 mg Subst.: 13,520 mg COQ,, 3,83 mg H,0. 

C,,H,,0, (872) Ber. C 74,19 H860 Gef. C 73,76  H 8,57. 


Die Siure, in Eisessig gelést, entfirbt Permanganat augen- 
blicklich. 


Oxy-keto-brenzdesoxybiliansiure (IV). 1 g der ungesiittigten 
Siure C,,H,,O, wird in 50 ccm reinen Eisessigs gelist. Zu dieser 
Lésung li8t man unter Kiihlung und dauerndem Schiitteln im 
Lauf einiger Minuten 10,4 ccm kalt gesiittigter wiBriger Per- 
manganatlisung tropfen. Das Oxydationsprodukt krystallisiert 
bald aus der dunkelbraunen Liésung aus; es wird nach 1 Stunde 
abgesaugt und mit 50°/,iger Essigsiiure, der man etwas schweflige 
Siure zugefiigt hat, gewaschen. Ausbeute 0,84 g. Schmelzp. 225 
bis 228° Trotz mehrfacher Krystallisation aus heiBem Hisessig lie 








62 Wieland und Posternak, Konstitution der Gallensiuren. XLVIII. 


sich .der Schmelzpunkt nicht iiber 228° steigern; auch jetzt be- 
gann. die Substanz schon bei 215° zu sintern. Es sind kleine, 
hiufig zu Kugeln vereinigte Nadeln. ) 

5,296, 4,875 mg Subst.: 13,135, 10,930 mg CO,, 3,72, 3,12 mg H,0. 

C,;H.0, (404) Ber. C 68,31 H 7,92 
Gef. ,, 67,64, 68,15 », 1,86, 7,98. 

Oxy -diketo-dicarbonsaéure (Va). 0,9 ¢ der Siure werden in 
5 ccm 20°/,iger methylalkoholischer Kalilauge in der Kalte ge- 
lést. Nach 16stiindigem Stehen bei Raumtemperatur verdiinnt 
man mit Wasser, siuert unter Kiihlung an, saugt nach einigen 
Stunden den krystallinischen Niederschlag ab und digeriert ihn 
nach dem Trocknexn mit Ather. Dann list man in wenig Eisessig 
und erhailt durch Anspritzen der warmen Liésung mit Wasser 
schéne lange Nadeln vom Schmelzp. 214—216°% Ausbeute 0,6 g. 
Nach mehrfachem Umkrystallisieren steigt der Schmelzpunkt auf 
218—219°. 

2,524, 4,198 mg Subst.: 6,090, 10,11 mg CO,, 1,79, 2,92 mg H,0. 


C.,H,,0, (422) Ber. C 65,41 H 8,06 
C,,H,,0, (420) ee » 108 
Gef. ,, 65,80, 65,68  ,, 7,94, 7,78. 


Titration: 10,67mg verbrauchten in Alkohol 0,98ccem 0,0529 n-NaOH. 
Aquivalent (2 basisch) Ber. 211 Gef. 206. 


Wihrend der Titration schied sich voriibergehend das schwerlésliche 
primére Na-Salz aus. 


In alkoholischer Lisung gibt die Siure mit FeCl, eine blut- 
rote Farbung. 












































Konstitutionsermittlung 
von aus Eiweif dargestellten Basen IV.’) 
Von 


Fritz Wrede, Ernst Bruch und Gerhard Feuerriegel. 


in iichaditids 

i (Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung der Universitat Greifswald.) 

int (Der Redaktion zugegangen am 6. November 1932.) 

en 

hn 

sig Vor einiger Zeit wurden aus Eiweifstoffen (Gliadin, Casein 

ser ' und Globin) durch Acetylierung und nachfolgende Reduktion mit 

2. Natrium-Amylalkohol 2 Basen von der Formel C,,H,,N, und 

wut U,,H,.N, isoliert.2) Da ihre Konstitution fiir den Aufbau der 
Proteine von Interesse ist, haben wir uns mit der chemischen 
Natur dieser beiden Basen befaBt. 

Fiir die Konstitution der Base C,,H,,N, wurde von uns als 
wahrscheinlich angenommen die eines i-Butyl-5-[pyrrolidino-1’,2’ : 
1,2-piperazins| (Formel IT)%), das aus einem im Eiweif vorgebil- 

H. _  deten Prolyl-leucinanhydrid (Formel I) durch Reduktion gebildet 
sein konnte: 
he CH,—CH, CH,—CH, 
ma | \n—co CH; |  \y—cn, om 
CH,—CH \cucu,¢H =~” CH,— CH \cHcH,¢H 
‘oot ‘ie on —1f OH, 


Dieses Piperazin (II) erhielten wir nach der friiher von uns 
ausgearbeiteten Methode*) durch elektrolytische Reduktion des 
entsprechenden Diketopiperazins (I). Die so erhaltene Base hat 
die gleichen Kigenschaften wie die aus EKiwei8 gewonnene: Sie 
stellt eine farblose Fliissigkeit dar, die unter 15 mm Druck bei 
etwa 110°, unter gewéhnlichem Druck unter leichter Zersetzung 








1) I. Wrede, Bruch u. Keil, Diese Z. 200, 133 (1931); II. Wrede 
u. Keil, Diese Z. 203, 279 (1931); III. Wrede, Diese Z. 206, 146 (1932). 

*) Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 193, 171 (1930). 

8) Zur Nomenklatur vgl. Stelzner, Literaturregister 1914/15, 8. 56 
1921); Verlag J. Springer. 
*) Wrede, Bruch u. Keil, Diese Z. 200, 133 (1931). 
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bei 228° siedet; sie ist optisch inaktiv, léslich in Wasser, Alkohol 
und Ather; ihr Chloroaurat schmilzt scharf bei 197° (unkorr.) und 
zeigt mit dem Chloroaurat der aus Eiweif dargestellten Base keine 
Depression. Auch die Kigenschaften des Pikrats, des Chloro- 
platinats und Reineckeats sind gleich denen der aus Eiweif er- 
haltenen Salze. — Kine Base von der Formel C,,H,,N, ist iibrigens 
auch von Abderhalden und Schwab isoliert worden, und zwar 


aus dem Reduktionsprodukt von Gelatine mit Natrium und Alkohol.}) | 


Sie gaben ihrer Verbindung die obige Konstitution (I), ohne aber 
dafiir Beweise zu erbringen. Diese Verbindung ist mit der von 
uns synthetisierten offenbar nicht identisch, Abderhalden und 
Schwab beschreiben ihre Substanz als keilférmige Krystalle vom 
Schmelzp. 181° (die von uns dargestellte Verbindung ist dagegen 
trotz groBer Reinheit nicht zum Krystallisieren zu bringen, ihr 
Siedep. — 110°/15 mm — macht es unwahrscheinlich, daB es 
sich um einen Kérper vom Schmelzp. 181° handelt) Abder- 
halden und Schwab beschreiben an Derivaten nur ein Isocyanat 
(aus unserem Priparat lieB sich ein solches nach der angegebenen 
Methode nicht darstellen). — Es besteht die Méglichkeit, daB es 
sich bei der Substanz von Abderhalden und Schwab um eine 
optisch stereoisomere Form der Base C,,H,,N, von der Kon- 
stitution (II) handelt. Die optische Wirkung ist aber von Abder- 
halden und Schwab nicht angegeben worden. — Bevor der 
obige Identitétsbeweis erbracht worden war, war von uns die 
Moglichkeit gepriift worden, daf die aus EiweiB dargestellte Base 
die Formel C,,H,,N, haben kénne. Dazu war aus Leucyl-valin- 
anhydrid das 2-Isopropyl-5-isobutyl-piperazin dargestellt worden. 
Die entsprechenden, hierbei gewonnenen Verbindungen mégen im 
folgenden ebenfalls beschrieben werden. — 

Die Konstitution der zweiten aus KiweiB bereiteten Base von 
der Formel C,,H,,N, konnte von uns bisher nicht geklirt werden. 
Wir nahmen zuerst an, daB auch hier ein Piperazinderivat vor- 
lige, das aus Valyl-phenylalaninanhydrid entstanden sei. Das 
entsprechende 2-Isopropyl-5-benzyl-piperazin wurde nach oben 
angegebener Methode durch elektrolytische Reduktion gewonnen. 
Es erwies sich aber als nicht identisch mit der aus KiweiB dar- 
gestellten Verbindung. — Da neuerdings Abderhalden und Mit- 
arbeiter*) festgestellt haben, daB neben Valin auch Norvalin im 





1) Diese Z. 148, 254 (1925). 
*) Ber. chem. Ges. 63, 914 (1930); Diese Z. 198, 198 (19380); 202, 37 
(1931); 206, 137 (1932); 209, 27 (1932). 











sah se Ae ft fet 6! heel 





Ikohol 
r.) und 
keine 
thloro- 
iB er- 
rigens 
| zwar 


ohol.}) | 


e aber 
r von 
n und 
e von 
gegen 
1, ihr 
aB es 
yder- 
yanat 
penen 
ab es 

elne 
Kon- 


der- 


* der 


3 die 
Base 
alin- 
rden. 
n im 


von 
‘den. 
vor- 
Das 
yben 
nen. 
dar- 
Mit- 


im 


, 37 














Konstitutionsermittlung von aus Eiweif dargestellten Basen IV. 65 


EiweiB vorhanden sei, wurde deshalb von uns auch das 2-n-Propy!- 
5-benzyl-piperazin synthetisiert. Aber auch dieses war der ge- 
wiinschten Base nicht gleich, — Die Konstitution der aus EiweiB 
dargestellten Verbindung C,,H,,N, soll nunmehr durch Abbau 
geklirt werden. 


Experimentelles, 


I. Base C,,H,,N, (= i-Butyl-5-[pyrrolidino-1’, 2°:1,2-piperazin]). 
Propyl-leucinanhydrid wird nach EK. Fischer und Reif aus 
l-Prolylchlorid und 1l-Leucinithylester dargestellt’): Das optisch 
aktive, schén krystallisierte Material wird mit der zehnfachen 
Menge Essigsiure und Acetylchlorid 4 Stunden auf 100° erhitzt, 
wobei Racemisierung erfolgt. Es wird dann im Vakuum ein- 
gedampft, der zuriickbleibende Sirup wird in 20°/,iger Schwefel- 
siure gelést und elektrolytisch reduziert. Die Flissigkeit wird 
dann mit Kalilauge stark alkalisch gemacht und mit Wasserdampf 
destilliert. Das Destillat wird mit Salzsiure angesiuert und im 
Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird mit wenig 10°/,iger 
Salzsiure gelést und mit 50°/,igem Goldchlorid versetzt, die aus- 
fallenden Krystalle werden aus verdiinnter Salzsiure unter Zusatz 
von etwas Goldchlorid umkrystallisiert: 

5,511 mg Subst.: 3,14 mg CO,, 1,51 mg H,O, 2,529 mg Au. — 6,842 mg 
Subst.: 0,189 cem N (19°, 755 mm). 

C,,H..N,(HAuCl,), (862,83) Ber. C 15,31 H 2,81 N 3,25 Au 45,74 
Gef. ,, 15,54 ,, 8,06 ,, 3,21 5, 45,89. 

Das Chloroaurat schmilzt scharf bei 197°, der Mischschmelz- 
punkt mit dem aus HKiwei8 dargestellten Chloroaurat liegt eben- 
falls bei 197° (unkorr.). 

Aus dem Chloroaurat li8t sich die freie Base folgendermaBen 
gewinnen: Das Chloroaurat wird in Wasser suspendiert, mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, das Filtrat stark alkalisch gemacht und mit 
Ather extrahiert. Die iitherische Lisung wird eingedampft, der 
Riickstand wird mit etwas Bariumoxyd 24 Stunden getrocknet 
und im Vakuum destilliert. Bei 15 mm Druck und 110° geht 
ein wasserklares Ol iiber: 

5,132 mg Subst.: 13,59 mg CO,, 5,65 mg H,O. — 4,224 mg Subst.: 
0,555 cem N (20°, 777 mm). 


C,,H..N, (182,2) Ber. C 72,45 H 1217  N 15,37 
Gef. ,, 72,22 ,, 1282 ,, 15,56. 





1) Liebigs Ann. 363, 126 (1908). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, COXIV, 5 
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Die Flissigkeit erstarrt nicht, auch nicht bei starkem Abkiihlen; sie 
siedet bei gewOhnlichem Druck unter leichter Zersetzung bei 228°; sie ‘lost 
sich leicht in Wasser, Alkohol und Ather. Weder beim Umsetzen mit 
Phenylisocyanat in ditherischer Lésung bei Gegenwart von wiBrigem Natrium- 
bicarbonat noch beim Umsetzen der in Ather gelisten freien Base mit 
reinem Phenylisocyanat lieB sich ein krystallisiertes Kupplungsprodukt 
fassen. — Aus der freien Base liBt sich das schwer lisliche Pikrat, das 
ebenso schwer lésliche Reineckat und das sehr leicht lésliche Chloroplatinat 
darstellen. Die Salze zeigen die friiher angegebenen Eigenschaften. 

II. 2-Isopropyl-5-isobutyl-piperazin, C,,H,,N,. Zur Methodik der im 
folgenden beschriebenen Reaktionen vgl. auch die Arbeiten von E. Fischer 
und Scheibler und die von Leuchs und Suzuki’): d,l-Valin liefert bei 
der Umsetzung mit rac. Bromisocapronylbromid ein Gemisch der beiden 
rac. Bromisocapronyl-valine. Diese geben mit 25°/,igem wiBrigem Ammoniak 
rac. Leucyl-valin. Aus ihm wird das Athylesterchlorhydrat dargestellt, das 
dann mit methylalkoholischem Ammoniak zum rac. Leucy]-valinanhydrid 
kondensiert wird. Dies wird auf elektrolytischem Wege zum 2-Isopropy]- 
5-iso-butyl-piperazin reduziert. 

Rac. Bromisocapronyl-valin. 4,7 g d,l-Valin werden in 
20 ccm 2n-Natronlauge gelést; die Lésung wird unter Eiskiihlung 
abwechselnd mit 10,3 g kéuflichem Bromisocapronylbromid und 
24 ccm 2n-Natronlauge portionsweise unter Schiitteln versetzt. 
Darauf wird mit 10,4 ccm 5 n-Salzsiure angesiiuert. Das zunichst 
harzartig ausfallende Kondensationsprodukt wird binnen kurzem 
krystallin. Nach 2-stiindigem Stehen in der Kialte wird ab- 
gesaugt und mit kaltem Wasser nachgewaschen. Das im Exsiccator 
getrocknete Produkt wird zur Entfernung der Bromisocapronsiiure 
mit Petrolither gewaschen, darauf aus 50°/,igem Alkohol um- 
krystallisiert. Ausbeute 10,0 g = 85°/, d. Th. 


9,130 mg Subst.: 0,353 cem N (21°, 772 mm). 

C,,H,,O,NBr (294,1) Ber. N 4,76 Gef. N 4,56. 

Die Substanz, die ein Gemisch der beiden nach der Theorie 
zu erwartenden stereoisomeren Racemkérper sein diirfte, ist schwer 
léslich in Wasser, leichter léslich in Alkohol. Nach zweimaligem 
Umkrystallisieren aus 50°/,igem Alkohol hegt der Schmelzpunkt 
bei 185° (unkorr.), nachdem bei 182° Zusammensintern erfolgte. 

Rac. Leucyl-valin. Leucyl-valin bildet sich durch Um- 
setzen von Bromisocapronyl-valin mit der 5fachen Menge 25 °/, igen 
wiBrigen Ammoniaks bei 100° wihrend 5 Stunden. Das Reaktions- 
gemisch wird im Vakuum zur Trockne gebracht und der Riickstand 
aus Wasser umkrystallisiert. Die Ausheute aus 4 ¢ Bromiso- 

capronyl-valin betrigt 1,0 g Dipeptid, entsprechend 32°/, d. Th. 





1) Liebigs Ann. 363, 152 (1908); Ber. chem. Ges. 37, 3306 (1904). 
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3,131 mg Subst.: 0,318 cem N (22° 775 mm). 

C,,H2.03N, (230,2) Ber. N 12,17 Gef. N 11,99. 

Die Substanz ist miBig léslich in Wasser; aus der heib- 
gesittigten wiBrigen Lisung scheidet sie sich langsam in derben 
Krystallen ab. Der Schmelzpunkt liegt bei 272—274° (unkorr.); 
bei 225° ist leichtes Schwitzen zu beobachten, offenbar wird noch 
das letzte Krystallwasser abgegeben. 

Rac. Leucyl-valinanhydrid(= 2, 5-Dioxo-3-isopropyl- 
6-isobutyl-piperazin). 2 g Leucyl-valin werden in 60 ccm ab- 
solutem Methylalkohol suspendiert und mit gasfoérmiger Salzsiiure 
verestert. Das krystalline Esterchlorhydrat wird in der eben 
ausreichenden Menge Methylalkohol gelést und unter Kiihlung in 
60 ccm bei 0° mit Ammoniak gesittigten Methylalkohol gegossen. 
Nach mehrstiindigem Stehen im Eisschrank beginnt sich das An- 
hydrid krystallisiert auszuscheiden. Die Substanz wird abgesaugt, 
mit wenig kaltem Wasser gewaschen und aus Alkohol umkrystalli- 
siert. Aus der methylalkoholischen Mutterlauge scheidet sich im 
Verlauf einiger Tage weiteres Anhydrid ab. Die Gesamtausbeute 
betriigt 1,2 g entsprechend 65°/, d. Th. 


8,829 mg Subst.: 8,74 mg CO,, 3,22 mg H,O. — 3,545 mg Subst.: 
0,395 eem N (2. 9, 772 mm). 
C,,H_,0.N, (212,1) Ber. C 62,21 H9,49 WN 13,21 


Gef. ,, 6225 ,, 941 ., 13,14. 

Die Substanz ist unléslich in Wasser, schwer lislich in Alkohol; 
sie krystallisiert in feinen langen farblosen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 277° (unkorr.). 

2-Isopropyl-5-isobutyl-piperazin. Leucyl-valinanhydrid 
wird in kalter 60°/,iger Schwefelsiiure geliést und elektrolytisch 
reduziert (bei Verwendung von 20°/, iger Schwefelsiiure findet 
keine Lésung statt). Die saure Lésung des Reduktionsproduktes 
wird unter Kithlung mit starker Kalilauge alkalisch gemacht; 
das ausfallende Kaliumsulfat wird abgesaugt und mit etwas Alko- 
hol nachgewaschen. Diese alkoholische Lisung wird eingedampft, 
der Riickstand wird mit der wiBrigen Lisung vereinigt. Sie wird 
nun stark alkalisch gemacht, die Piperazinbase mit Wasserdampf 
tibergetrieben. Das Destillat wird mit Salzsiiure gerade angesiiuert 
und im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand wird in 
wenig 10°/, iger Salzsiiure gelést und mit einigen Tropfen Gold- 
chloridlésung versetzt. Dabei fallen zuerst geringe Mengen noch 
nicht krystallisierter Verunreinigungen aus, von denen abfiltriert 
wird, Auf weiteren Zusatz von Goldchlorid entstehen dann schéne 
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Krystalle, die aus 10°/, iger Salzsiiure mit etwas Goldchlorid um- 
krystallisiert werden. Es wird im Vakuum bei 80° getrocknet. 
Ausbeute etwa 50°/, d. Th. 

5,611 mg Subst.: 8,05 mg CO,, 1,49 mg H,O. — 8,280 mg Subst.: 
0,088 cem N (22°, 757 mm). — 8,056 mg Subst.: 3,688 mg Au. 


C,,H,,N,(HAuCl,), (864,4) Ber. © 15,28 H 3,03 N 3,24 Au 45,63 
Gef. ,, 14,82 ,, 2,97 , 8,09 ,, 45,78. 


Das Chloroaurat bildet goldgelbe Krystalldrusen. Es ist 
schwer léslich in verdiinnter Salzsiiure, leicht léslich in Alkohol. 
Die Substanz schwirzt sich etwa bei 245° (unkorr.), ohne zu 
schmelzen, ist also nicht identisch mit dem aus EiweiB dar- 
gestellten Chloroaurat vom Schmelzp. 197°. 


III. 2-Isopropyl-5-benzyl-piperazin, C,,H,.N,. Rac. Brom-iso- 
valeryl-phenylalanin. Die Substanz wird analog bereitet wie 
das Bromisocapronyl-valin (8.66). Hier werden angewandt: 4,95 ¢ 
rac. Phenylalanin, 15 com 2n-Natronlauge, 7,32 g rac. Bromiso- 
valerylbromid, 18 ccm 2n-Natronlauge und 7,2 com 5 n-Salzsiure. 
Das harzartig ausfallende Produkt wird in Ather aufgenommen, 
die itherische Lisung wird eingedampft. Der dlige Riickstand 
erstarrt beim Reiben; die Masse wird mit Petrolither gewaschen 
und aus wenig Benzol umkrystallisiert. Ausbeute an krystallinem 
Produkt 4,5 g entsprechend 46°/, d. Th. 


7,900 mg Subst.: 0,284 cem N (21°, 772 mm). 
C,,H,,O,NBr (328,1) Ber. N 4,27  Gef. N 4,24. 


Die farblose Krystallmasse, die ein Gemisch der beiden nach 
der Theorie méglichen stereoisomeren Racemkérper darstellen 
diirfte, sintert nach nochmaliger Umkrystallisation bei 129—130°, 
schmilzt bei 147° (unkorr.) Sie ist fast unléslich in Wasser, lis- 
lich in Alkohol, schwer léslich in Benzol. Aus der heiBen benzo- 
lischen Liésung scheidet sie sich langsam in Form derber Kry- 
stalle ab. 

Rac. Valyl-phenylalanin. 4,5g Bromisovaleryl-phenylalanin werden 
mit der 5-fachen Menge 25°/, igem wifrigem Ammoniak 2 Stunden auf 100° 
erhitzt. Es wird zur Trockne verdampft, der gelbliche Riickstand wird mit 
12 ccm kochendem, absolutem Alkohol von Verunreinigungen befreit. Der 
noch halogenhaltige Riickstand (1,5 g) wird aus 15—20 cem 50°/,igem Alkohol 
umkrystallisiert. Ausbeute 0,45 g Dipeptid, entsprechend 12°/, d. Th. 

8,504 mg Subst.: 0,326 cem N (20°, 770 mm). 

C,,H.,O,N, (264,2) Ber. N 10,60 Gef. N 10,98. 
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Das Dipeptid bildet derbe farblose Krystalle, die bei 229° 
sintern, bel 235° (unkorr.) unter Zers. schmelzen; sie sind léslich 
in Wasser, fast unléslich in heiBem Alkohol. 

Rac. Valyl-phenylalaninanhydrid (= 2,5-Dioxo-3- 
isopropyl-6-benzyl-piperazin). Valyl-phenylalanin wird in 
ihnlicher Weise in das Anhydrid iibergefiihrt, wie E. Fischer 
und Blank?) das Phenylalanyl-glycin zum Anhydrid konden- 
sierten: 0,5 g Dipeptid werden mit etwa 10 ccm absolutem Alko- 
hol und gasférmiger Salzsiure in iiblicher Weise in das Ester- 
chlorhydrat iibergefiihrt. Das krystalline Produkt wird in der 
eben erforderlichen Menge ithylalkoholischem Ammoniak (bei 0° 
gesittigt) gelést, die Lésung wird mit ithylalkoholischem Ammo- 
niak verdiinnt (Gesamtvolum 12 ccm). Nach 24stiindigem Stehen 
im zugeschmolzenen Gefi8 bei Zimmertemperatur ist die Fiissig- 
keit zu einem Krystallbrei erstarrt. Das ausgeschiedene Anhydrid 
wird abgesaugt, die miBig eingeengte Mutterlauge liefert im Laufe 
weiterer 24 Stunden noch eine zweite Krystallfraktion. Die 
krystalline Masse wird aus heiBem Alkohol umkrystallisiert und 
bei 100° im Vakuum getrocknet. Ausbeute 0,36 g, entsprechend 
77°, d. Th. 

3,880 mg Subst.: 9,69 mg CO,, 2,53mg H,O. — 2,878 mg Subst.: 
0,280 cem N (20°, 772 mm). 


C,,H,,0,;N, (246,2) Ber. C 6824 H737 N 11,88 
Gef. ,, 68,11 ,, 7,30 , 11,51. 


Das Anhydrid bildet lange weiBe Nadeln vom Schmelzp. 247 


bis 248° (unkorr.), es ist unléslich in Wasser, schwer léslich 
in kaltem Alkohol. 


2-Isopropyl-5-benzyl-piperazin. Das Valyl-phenylala- 
ninanhydrid wird in 60°/, iger Schwefelsiiure elektrolytisch redu- 
ziert. Das Chloroaurat wird dargestellt, wie beim 2-Isopropyl-5-iso- 
butyl-piperazin (S. 67) angegeben. Es wird im Vakuum bei 100° 
getrocknet. 

4,580 mg Subst.: 3,11 mg CO,, 1,12 mg H,O. — 11,003 mg Subst.: 
0,30cem N (19°, 775 mm). — 4,380 mg Subst.: 1,916 mg Au. 


C,,H.,N,(HAuCl,), (898,3) Ber. C 18,70 H2,69 N3,12 Au 43,91 
Gef. ,, 18,52 ,,2,74 ,, 3,25 ,, 48,75. 


Das Chloroaurat bildet feine Nidelchen, die in verdiimnter 
Salzsiiure schwer léslich sind. Es sintert bei etwa 230° (unkorr.) 





1) Liebigs Ann. 354, 4 (1907). 
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zu einer schwarzen Masse, nachdem bei etwa 220° Dunkelfirbung 
eingetreten ist. — Das Chloroaurat ist somit nicht identisch mit 
dem Chloroaurat der aus Eiweif dargestellten Base C,,H,,N, 
(Schmelzp. 197°). 


IV. 2-n-Propyl-5-benzyl-piperazin, C,,H,,N,. Die Darstellung 
der einzelnen Substanzen ist ganz analog der, die beim Abschnitt 
2-Isopropyl-5-benzyl-piperazin (S. 68) beschrieben ist. Die Lés- 
lichkeitsverhiltnisse sind denen der Isoverbindungen sehr iihnlich. 

Rac. Brom-n-valeryl-phenylalanin. Das Brom-n-valeryl- 
bromid wird nach der Methode von Hell dargestellt.') Es siedet 
bei etwa 186° unter leichter Zersetzung. Das Brom-n-valeryl-phenyl- 
alanin bildet weiBe Krystalle, die bei 112° sintern und bei 116° 
(unkorr.) schmelzen. 

11,200 mg Subst.: 0,409 cem N (20°, 762 mm). 

C,,H,,O,;NBr (328,1) Ber. N 4,27 Gef. N 4,27. 

Rac. Norvalyl-phenylalanin. Der Ko6rper bildet weiBe 
Krystalle vom Schmelzp. 241° (unkorr.) 

2,272 mg Subst.: 0,208 cem N (20°, 761 mm). 

C,,H,,O,N, (264,2) Ber. N 10,60 Gef. N 10,69. 

Rac. Norvalyl-phenylalaninanhydrid (= 2,5-Dioxo-3-n- 
propyl-6-benzyl-piperazin). Die Substanz bildet lange weiBe 
Nadeln vom Schmelzp. 238° (unkorr.) 

3,328 mg Subst.: 0,332 cem N (18°, 7,62 mm). 
C,,H,,0.N, (246,2) Ber. N 11,38  Gef. N 11,73. 
2-n-Propyl-5-benzyl-piperazin. Das Chloroaurat bildet 
feine gelbe Niidelchen, die bei etwa 240° (unkorr.) zu einer 
schwarzen Masse werden. 
3,552 mg Subst.: 2,39 mg CO,, 0,85 mg H,O, 1,56 mg Au. 


C,,H.,N, (HAuCl,), (898,3) Ber. N 18,70 H 2,69 Au 43,91 
Gef. ,, 18,35 ,, 2,68 » 43,92. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit benétigt wurden. 





1) Hell und Mitarbeiter, Ber. chem. Ges. 22, 1745, 1889; 24, 938, 
2390 (1891). 
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Die Uberfiithrung von Cholsdure in Anthropo-desoxycholsaure. 


Von 


Sin’iti Kawai 
Mit 1 Figur im Text 





(Aus dem Chemischen Laboratorium 
der Bayerischen Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. November 1932.) 


Die Anthropo-desoxycholsiure!) (3,7-Dioxy-cholansiure) (1) 
kommt in sehr geringer Menge in den Siuren aus verseifter 
Rindergalle vor. Da zudem ihre Abtrennung von Desoxycholsiiure 
mit vielen Schwierigkeiten verbunden ist, ergab sich das Bediirfnis, 
sie leichter zugiinglich zu machen. Man bediente sich dazu des 
im hiesigen Laboratorium in letzter Zeit mehrfach experimentell 
durchgefiihrten Prinzips der deutlich abgestuften Reaktionsfihig- 
keit der in der Molekel der Gallensiiuren enthaltenen sauerstoff- 
haltigen Gruppen.?) Von den 3 Carbonylen der bequem zu be- 
schaffenden Dehydro-cholsiure (3,7,12-Triketo-cholansiiure) (II) 
ist das an C,. enthaltene durch besondere Reaktionstrigheit aus- 
sezeichnet. Man konnte erwarten, dai die beiden anderen Keto- 
sruppen auf katalytischem Weg mit erheblich gréBerer Geschwin- 
digkeit zum Carbinol hydriert wurden als die an C,,., da man 
also durch partielle Hydrierung von Dehydro-cholsiure zu 3,7-Di- 
oxy-12-keto-cholansiiure (III) gelangen kénne. LieB sich dann 
in dieser Siure der Sauerstoff in C,. iiber das Semicarbazon nach 
Kishner-Wolff durch Wasserstoff ersetzen, so stand der beab- 
sichtigten Umwandlung von Cholsiiure in Anthropo-desoxycholsiiure 


nichts mehr im Wege. 
CH(CH,)-CH,-CH,-CO,H 


-Q2 
ee) 





1) Diese Z. 140, 186 (1924). 
2) Diese Z. 210, 268 (1982); 212, 41 (1932). 
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Die zeitliche Verfolgung der Wasserstofiaufnahme bei der 
Hydrierung von Dehydro-cholsiure mit Platinoxyd nimmt den in 
der Figur wiedergegebenen Verlauf. Man sieht, daB die oben 
gemachte Voraussetzung grundsiitzlich zutrifit. Etwa 2 Mol. 
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Katalytische Hydrierung von Dehydrocholsaure (2,5 g). 
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Wasserstoff werden in raschem Reaktionsverlauf verbraucht, die 
Aufnahme des letzten zur totalen Hydrierung notwendigen Mols 
kennzeichnet sich in der starken Verflachung der Kurve als sehr 


langsam vor sich gehende Reaktion. 


8,7-Dioxy-12-keto-cholansiure (ILI). 0,6 g Platinoxyd 
(nach R. Adams) werden in 180 ccm reinem Eisessig in der Birne 
his zur Sittigung unter Wasserstoff geschiittelt. Darauf werden 
7,5 g fein gepulverte reine Dehydro-cholsiure (Schmelzp. 237°) hinzu- 


gegeben. Nach Aufnahme von 840 ccm H, (red., 2 Mol) wurde die im 
Verlauf langsamer gewordene Hydrierung unterbrochen, vom Platin 
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abfiltriert und die Lésung im Vakuum eingedampft. Der farblose 
Sirup, der zuriickblieb, wurde in 70 ccm heiBem Essigester gelist. 
Uber Nacht krystallisierten schiéne siulenférmige Krystalle vom 
Schmelzp. 210° aus. Zur Reinigung wurde die jetzt in Essigester 
schwer lésliche Substanz in der 100fachen Menge dieses Lisungs- 
mittels gelést, die Lésung wurde bis zur beginnenden Krystalli- 
sation auf dem Wasserbad eingedampft. Nach dem Erkalten 
krystallisiert die Siure in nahezu reinem Zustand aus und schmilzt 
nach Wiederholung der Operation bei 219°, wie die auf anderem 
Wege von Wieland und Kapitel’) dargestellte Verbindung. Der 
Mischschmelzpunkt mit einem derartigen Priparat lag auch bei 
219°. Die Ausbeute an reiner Siure betrigt etwa 30°/,. Be- 
sonders schéne Krystalle, lange 4seitige Tafeln, erhilt man aus 
miBig verdiinntem Methanol. 

4,365 mg Subst.: 11,305 mg CO,, 3,74 mg H,0. 

C.,H,.0, (406,38) Ber. C 70,88 H 9,43 Gef. C 70,64 H 9,59. 
Spezifische Drehung. 0,0894g in 12 ccm Methanol, 1 dm-Rohr, 


a =+ 0,60°. 
[a]2° = + 80,54° 

Farbreaktion nach Liebermann: schwach gelb. Wenn man die Siiure aus 
sehr konzentriertem, wenig Wasser enthaltendem Methanol umkrystallisiert, 
bekommt man oft prichtige rhombische Tafeln, die je 1 Mol Wasser und 
Methylalkohol gebunden enthalten; erst im Hochvakuum bei 120—130° 
werden diese abgegeben. DemgemaB ist der Schmelzpunkt eines solchen 
Priiparates unscharf. 


4,759 mg lufttr. Subst.: 11,440 mg CO,, 4,260 mg H,O. 
C,,H,,0, : H,0 - CH,OH Ber. © 65,74 H 9,71 
Gef. ,, 65,59 ,, 10,02. 
4,919, 5,330 mg Subst. verloren bei 130° i. Hochv. 0,540, 0,589 mg. 
Fiir H,O + CH,OH Ber. 10,97 Gef. 10,98, 11,05. 

Die Analyse der getrockneten Substanz gab die richtigen Werte: 
C = 70,84, 70,66, H 9,61, 9,82. 

Semicarbazon. 2,45 g Dioxy-keto-cholansiiure werden mit 
der Lésung von Semicarbazid, das durch Verreiben von 2 ¢ Chlor- 
hydrat mit 1,5 g Na-Acetat und Ausziehen der Mischung mit 
Alkohol bereitet war, 6 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach 
dem Abkiihlen wird das gallertige Semicarbazon abgesaugt, mit 
Alkohol gewaschen und auf Ton getrocknet. Ausbeute 2,65 g. 

4,185 mg Subst. (bei 120° getr.): 0,357 cem N, (21°, 721 mm). 

C,H,,0;Nz (463,3) Ber. N 9,07 Gef. N 9,40. 





1) Diese Z. 212, 269 (1932); W. Borsche u. E. Feske, Diese Z. 176, 
114 (1928). 
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Reduktion des Semicarbazons zu Anthropo-desoxy- 
cholsiure. 2,65 g Semicarbazon werden mit der Lisung von 
2,5 g Natrium in 30 ccm absolutem Alkolol 4 Stunden lang im 
KinschluBrohr auf 180° gehalten. Nach dem Erkalten wird die 
farblose Lésung eingedampft, der Riickstand in Wasser auf- 
genommen und daraus die Siure mit verdiinnter Salzsiure aus- 
gefillt. Die rohe Anthropo-desoxycholsiiure (2,04 g) wurde iiber 
das Bariumsalz gereinigt, das aus der schwach ammoniakalischen 
Lésung mit Bariumchlorid als krystallinischer Niederschlag er- 
halten und 2mal aus wiBrigem Alkohol umkrystallisiert wurde. 

4,860 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 11,155 mg CO,, 3,860 mg H,O. — 
17,851 mg Subst.: 4,600 mg BaSQ,. 

(C,,H390,),Ba (920,02) Ber. C 62,61 H 8,55 Ba 14,93 

Gef. ,, 62,60 » 8,89 » 486,16. 

Das Natriumsalz wurde aus der rohen Siiure in schéner 
Krystallisation erhalten, als deren alkoholische Lésung in der 
Hitze mit Natriumithylat gegen Phenolphthalein neutralisiert wurde. 
Zum Vergleich mit einem Originalpriiparat (aus Rindergalle dar- 
gestellt) wurde dieses Salz nochmals umkrystallisiert, indem 0,8 g 
in 40 ccm absolutem Alkohol gelést, die Liésung von einer Trii- 
bung heif abfiltriert und dann bis zur Abscheidung von Krystallen 
eingeengt wurde. . 

Spezifische Drehung. 0,1710 g in 12 ccm Wasser, 1 dm-Rohr, 
e = + 0,15". [a]2° = + 10,52°, 

b , 

Na-Salz aus Galle. 0,0933 g in 12 cem Wasser, 1 dm-Rohr, 

lili aa [o]2° = + 11,58°. 


Die freie Siure, die nur in gréSeren Mengen zur wenig 
charakteristischen Krystallisation gebracht werden kann, verhielt 
sich in jeder Hinsicht wie natiirliche Anthropo-desoxycholsiure. 
In der Léslichkeit und in der Liebermann-Reaktion bestand kein 
Unterschied. 

Um die Identitait durch ein krystallisiertes Derivat weiter zu 
erhirten, fiihrte man das synthetische Produkt mit Chromsiure 
in die Dehydrosiure iiber, die, aus sehr wenig Essigester um- 
krystallisiert, bei 152—153° schmolz und mit Dehydro-anthropo- 
desoxycholsiure ') vom Schmelzp. 153—154° keine Depression gab. 


Zum Schlu8 méchte ich Herrn Geheimrat Wieland noch herzlichst 
fiir die freundliche Unterstiitzung danken, die er dieser auf seine Anregung 
hin entstandenen Arbeit angedeihen lieB. 





1) Diese Z. 140, 18 (1924). 

















Uber den Einflu8 von Sulfhydrylverbindungen 
auf enzymatische Prozesse. 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz, Anna Scharikova und Anton Schiiffner. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. November 1932.) 








Kine spezifische Bedeutung von Sulfhydrylverbindungen fiir 
den Ablauf enzymatischer Prozesse haben zuerst die Beobachtungen 
iiber intracelluliire EiweiBspaltung erkennen lassen; sie ergab sich 
aus der Feststellung, daB die intracellulir wirksamen Proteinasen 
des Tier- und Pflanzenreiches, vom Typus des Kathepsins und 
Papains, zu ihrer Funktion der Mitwirkung von Sulfhydrylverbin- 
dungen bediirfen, und daB als ihr natiirlicher Aktivator das Gluta- 
thion in seiner reduzierten Form identifiziert werden kann.1) Die 
spezifische Wirkung der Sulfhydrylverbindungen bei der Aktivie- 
rung der intracelluliren Proteolyse, die Unwirksamkeit  ent- 
sprechender Disulfidverbindungen nimlich, erwies die Abhingigkeit 
hydrolytischer Stoffwechselvorgiinge vom Oxydoreduktionspotential 
der Zellen; wie es den Anschein hat, erfolgt die Steuerung des 
intracelluliren EKiwei8Sumsatzes auch in der Richtung der Synthese 
unter dem EinfluB oxydoreduktiver Vorgiinge.’) 

Die Bedeutung dieser Befunde iiber die Aktivierung kathep- 
tischen Enzyms durch Sulfhydryl hat zwar H. Kleinmann’) mit 
neueren Beobachtungen abzuschwiichen versucht durch den Hin- 
weis, daB nur fiir die Hydrolyse von Gelatine, nicht fiir die anderer 
KiweiBkérper eine Aktivierung wahrzunehmen sei. Allein diese 
Angaben sind unrichtig, sie sind auf die Anwendung bereits gréBten- 
teils aktivierter Enzymlésungen zuriickzufiihren. Wie aus dem 





1) E. Waldschmidt-Leitz, A. Purru. A. K. Balls, Naturw. 18, 644 
(1930); E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Diese Z. 198, 260 (1931); 
W. Grassmann, O. v. Schoenebeck u. H. Eibeler, ebenda 194, 
121 (1930/31). 

*) Vgl. die Beobachtungen von K. Mothes, Naturw. 20, 102 (1932). 

8) Vgl. z. B. H. Kleinmann u. G. Scharr, Biochem. Z. 251, 275; 252, 
145 (1932) sowie friihere Arbeiten. 
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Versuchsteil dieser Abhandlung ersichtlich ist, findet man Kathep- 
sin, von seinem natiirlichen Aktivator befreit, unwirksam gegen- 
iiber simtlichen untersuchten Proteinen, erst wirksam in Gegen- 
wart von Sulfhydrylverbindung, z. B. von Cystein. Auch die Wir- 
kung des Papains gegeniiber allen gepriiften Substraten wird durch 
Sulfhydrylverbindungen bedeutend gesteigert. 


Die schénen Beobachtungen von 8. Salaskin und L. Solow- 
jew’) haben dann gezeigt, daB iiber den engeren Rahmen der 
intracelluliren EiweiBspaltung hinaus auch die Wirkung eines 
anderen Enzyms des intermediiren Stoffwechsels, der Arginase, 
durch Sulfhydrylverbindungen eine spezifische Aktivierung erfiihrt: 
dem entsprachen unsere Erfahrungen iiber die spezifische Akti- 
vierbarkeit vollkommen inaktiver Arginaselésungen aus getrock- 
neter Leber durch Schwefelwasserstoff, Cystein oder Glutathion. ’) 
Als der natiirliche Aktivator der Arginase sollte danach, wie fiir 
Kathepsin, reduziertes Glutathion zu gelten haben, ,,vergleichende 
Angaben iiber den Gehalt von Organen an Arginase der Nach- 
prifung bediirfen“. 

Zu dieser Anregung haben S. Edlbacher, J. Kraus und 
G. Walter’) in ablehnender Form Stellung genommen; auf Grund 
zahlreicher eigener Versuche kommen sie zu dem SchluB, daf 
nur im alkalischen Reaktionsbereiche eine schwache Aktivierung, 
in allen anderen Fallen dagegen eine starke Hemmung von Argi- 
nase durch Cystein oder Glutathion zu verzeichnen sei.*) Die 
Richtigkeit dieser Beobachtungen an sich wird man nicht be- 
streiten, wir kénnen sie bestitigen. Aber die angefiihrten Ergeb- 
nisse jener Autoren sind nur auf den Kinflu8 der eingehaltenen, 
besonderen Versuchsbedingungen zuriickzufiihren, welche von den 
unseren abweichen. So labt sich z. B. zeigen, dab die Aktivierung 
von Arginase mittels Sulfhydryl durch Phosphat verhindert werden 
kann; manche negativen Beobachtungen in der Untersuchung von 
Edlbacher, Kraus und Walter, z. B. bei neutraler Reaktion 
und in Gegenwart von Phosphat gewonnen, mégen so ihre Er- 
klirung finden. Aber fiir die Deutung der experimentellen Diffe- 





1) Diese Z. 200, 259 (1931). 

%) E. Waldschmidt-Leitz, <A. Schiffner u. W. Kocholaty, 
Naturw. 19, 964 (1931). 

8) Diese Z. 206, 65 (1932). 

4) Vgl. die entsprechenden Beobachtungen von G. Klein u. W. Ziese, 
Diese Z. 211, 23 (1932). 
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renzen ist vor allem die Tatsache wesentlich, da die Wirkung 
der Sulfhydrylverbindungen auf Arginase durch geringe Mengen 
von Schwermetall, Eisen oder Kupfer, z. B. durch eine Ver- 
unreinigung von solchem, entscheidend beeinfluBt wird. 

Auf diese Erscheinung, auf welche wir bei den Versuchen 
zur Aufklirung der bestehenden Widerspriiche gestoBen sind, haben 
inzwischen in ausfiihrlicher Untersuchung 8.Salaskin und L.Solow- 
jew’) aufmerksam gemacht. Wie aus unseren Versuchen und aus 
den ihrigen hervorgeht, wird die Arginase unabhingig von der 
Art ihrer Darstellung und unabhiingig von der Reaktion, bei der 
sie zur Wirkung kommt, durch die Kombination von Sulfhydryl- 
verbindung und Kisensalz aktiviert, auch unter Bedingungen, bei- 
spielsweise bei schwach saurer Reaktion, unter welchen das Enzym 
durch Sulfhydrylverbindung allein gehemmt werden kann. Als Akti- 
vator der Arginase hat man danach nicht Sulfhydryl, sondern eine 
komplexe Verbindung von Sulfhydryl und Schwermetall anzusehen, 
deren Bildung, beispielsweise in der Mischung mit Cystein und 
Ferrosulfat, sich durch das Auftreten einer tiefvioletten Firbung 
verriit. Es ist dabei bemerkenswert, daf die vollstindige Aktivie- 
rung der Arginase eine gewisse Dauer der EKinwirkung des kom- 
plexen Systems erfordert, unter den von uns angewandten Bedin- 
gungen ist sie erst nach etwa 1 stiindiger Einwirkung beendet. 
Die Notwendigkeit der Nachpriifung von vergleichenden An- 
gaben iiber den Gehalt von Organen an Arginase*) besteht nach 
diesen Erfahrungen mehr denn je; ohne ihre Beriicksichtigung 
wird man nur den zufalligen Aktivierungsgrad des Enzyms, 
die Aktivitit der Arginase also, nicht ihre Menge vergleichen 
kénnen. 

Die Mitwirkung von Schwermetall bei der Aktivierung der 
Arginase durch Sulfhydryl erscheint von besonderem Interesse. 
Denn man wird sich fragen miissen, ob nicht auch fiir die Akti- 
vierung der intracelluliren Proteolyse Sulfhydryl-Schwermetall- 
komplexe, nicht Sulfhydrylverbindungen allein verantwortlich sind, 
wenngleich man bei der Aktivierung von Kathepsin und Papain 
fiir zugesetztes Eisensalz keinen Ausschlag findet. Die Ausschal- 
tung von Schwermetallspuren in Enzym, Aktivatorpriparat und 
Substrat wird fiir die Beantwortung dieser Frage erforderlich sein. 





1) Biochem. Z. 250, 503 (1932). 
2) Vgl. S. Edlbacher u. Mitarbeiter, Diese Z. 148, 264 (1925); 171, 
251 (1927). 
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Die Fragestellung!) ob die katheptische Aktivierung durch Sulf- 
hydryl auf einer Reaktion des Aktivators mit dem Enzym selbst, 
oder aber, ob sie auf einer Komplexbildung des Aktivators mit 
hemmendem Metall beruht, bedarf einer Erweiterung. 

Die spezifische Funktion von Sulfhydrylverbindungen im intra- 
celluliren Stoffwechsel, die beispielsweise eine Steuerung hydro- 
lytisch-synthetischer Vorginge durch das Oxydo—Reduktionspoten- 
tial erméglicht, erscheint nicht auf den Umsatz von Eiweib be- 
schrinkt; sie wird sich auch beim Umsatz der Kohlenhydrate 
geltend machen, als dessen erste Stufe man Bildung und Zerfall 
von Kohlenhydrat—Phosphorsiiureestern, bei der alkoholischen 
Girung oder beim Kohlenhydratabbau im Muskel, beschreibt. 
Denn wie wir berichtet haben?) und hier ausfiihrlicher belegen, 
wird die Hydrolyse von Phosphorsiiureestern durch Phosphatase, 
aus Niere, z. B. von Glycerophosphat, durch. Cystein, auch durch 
Schwefelwasserstoff, spezifisch gehemmt, ihre Synthese dagegen 
nicht wesentlich beeinfluBt; Disulfidverbindungen wie Cystin findet 
man dagegen in beiden Fallen ohne Wirkung. Dies gilt ebenso 
fir die Abspaltung von Phosphorsiiure aus Nucleinsiure durch 
die Nucleotidase der Darmschleimhaut, also fiir den Abbau von 
Nucleinsiiure. Diese Beobachtungen, welche inzwischen von anderer 
Seite eine Bestiitigung .erfahren haben *), lassen es nicht zweifel- 
haft erscheinen, da8 das Sauerstoffpotential in der Zelle auch fiir 
die Geschwindigkeit des Umsatzes von Kohlenhydrat und von 
Nucleinsiure bestimmend ist. Synthetische und hydrolytische Wir- 
kungen von Phosphatase werden durch Sulfhydrylverbindungen in 
ungleichem Maf8e beeinfluBt. Die Annahme eines besonderen 
synthetisierenden Enzyms, einer Phosphatese, erscheint daher auch 
durch Beobachtungen iiber iiberwiegend synthetische Wirkungen 
von Enzympriiparaten nicht ausreichend gestiitzt; denn es wird 
schon von dem Mengenverhiiltnis vorhandener SH- und SS-Ver- 
bindung in den unreinen Priiparaten abhiingen, ob unter ge- 





1) Vgl. R. Willstitter u.W. Grassmann, Diese Z. 138, 184 (1924); 
R. Willstitter, Osterr. Chem. Ztg. 32, Nr. 13 (1929); W. Grassmann, 
O. v. Schoenebeck u. H. Eibeler, Diese Z. 194, 124 (1930/31); 
E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Naturw. 18, 952 (1930); anderer- 
seits H. A. Krebs, Biochem. Z. 220, 269 (1930); Naturw. 18, 736 (1930); 
19, 133 (1930/31). 

2) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner, Naturw. 20, 122 (1932). 

8) Zufolge einer Privatmitteilung von W. Klein, Mediz. Klinik, Frei- 
burg i. Br.; vgl. auch S. Edlbacher u. W. een Diese Z. 207, 1, 
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gebenen Bedingungen die Hydrolyse oder die Synthese von Phos- 
phorsdureester itiberwiegt. Auf das Verhiltnis der Umsatz- 
geschwindigkeit von Phosphorsiureestern durch Phosphatase, der 
hydrolytischen und der synthetischen, wird ferner die Mitwirkung 
von Schwermetall von EinfluB sein; denn man findet, dab die 
Gegenwart von Eisensalz die hemmmende Wirkung von Sulf- 
hydryl gegeniiber der Hydrolyse durch Phosphatase weitgehend 
aufhebt, die Geschwindigkeit der synthetischen Reaktion anderer- 
seits herabsetzt. Dennoch erlauben die spirlichen vorliegenden 
Erfahrungen noch kein Urteil iiber die Frage, ob etwa auch fiir 
die beobachtete Wirkung der Sulfhydrylverbindungen auf Phos- 
phatase SH-Schwermetallkomplexe verantwortlich sind. 


Die Hemmung der hydrolytischen Wirkung von Phosphatase 
durch Sulfhydryl gilt bemerkenswerterweise auch fiir die Hydro- 
lyse einer Guanidinphosphorsiure, die wir gepriift haben, nimlich 
fiir die Spaltung der Kreatinphosphorsiiure durch Nierenphospha- 
tase. Diese Erfahrung macht die bekannte Erscheinung verstiind- 
lich, daB in der mit Jodessigsiiure vergifteten Muskulatur eine 
starke Hydrolyse von Kreatinphosphorsiure beobachtet wird }); 
denn der regulierende, hydrolysehemmende Einflu8 vorhandener 
SH-Verbindung wird durch die oxydierende Wirkung der Jodessig- 
siure gegeniiber Sulfhydryl’) ausgeschaltet werden. Man wird zu 
beachten haben, inwieweit diese Erkenntnis auf Betrachtungen 
iiber die energetische Bedeutung der Phosphokreatinspaltung im 
normalen Muskel und im jodessigsiurevergifteten*) von Kinflub 
ist. Uber die Untersuchung der Frage andererseits, die solche 
Beobachtungen nahelegen, ob etwa die Hydrolyse von Esterphos- 
phorsiiure wie von Amidophosphorsiiure durch ein und dieselbe 
Phosphatase erfolgt, werden wir demniichst an anderer Stelle 
berichten. 

Als ein weiteres Beispiel der speziiischen Beeinflussung enzy- 
matischer Reaktionen durch Sulfhydrylverbindungen haben wir 
deren Wirkung auf Katalase untersucht. Die Hemmung von 
Katalase durch SH-Verbindungen, die zuerst von G. Senter‘) fiir 





1) Vgl. E. Lundsgaard, Biochem. Z. 217, 162 (1930); 220, 1, 8 (1930); 
227, 51 (1930); 230, 10 (1931); 233, 822 (1931); L. Norpoth, Diese Z. 201, 
133 (1931). 

*) Vgl. Th. Bersin, Biochem. Z. 248, 3 (1932). 

*) Vgl. dazu O. Meyerhof, E. Lundsgaard u. H. Blaschko, 
Biochem. Z. 236, 326 (1931). 
*) Z. physik. Chem. 51, 640 (1905). 
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Schwefelwasserstoff beschrieben, spiiter von K. Zeile und H. Hell- 
strém?) auf Grund spektroskopischer Analyse als reversibel be- 
funden wurde, hat neuerdings K.G.Stern*) mit der durch Blau- 
siiure bewirkten verglichen und von der gleichen Gréfenordnung 
wie diese gefunden. Allein sie unterscheidet sich von dieser in 
einer bemerkenswerten Beziehung: der Grad der Hemmung, bei- 
spielsweise durch Cystein, hingt, wie wir finden, von der Dauer 
der Einwirkung ab, die maximale Hemmung wird nicht wie bei 
Blausiure momentan erreicht. Der Annahme einer komplexen 
Bindung des Hemmungskérpers an das Enzym in beiden Fillen*) 
wird man beipflichten kénnen; dem entspricht der Befund, daf 
gewisse Komplexbildner wie Phosphat und Arseniat, weniger aus- 
gesprochen Citrat, die Wirkung der SH-Verbindung, wenn auch 
nicht die der Blausiiure, auf Katalase zu verhindern oder stark 
herabzusetzen vermégen. Aber die Bindung von Sulfhydryl scheint 
von einer Folgereaktion begleitet zu sein, die zu einer irreversiblen 
Hemmung der Katalase fiihrt; so findet man nach lingerer Dauer 
der Cysteineinwirkung die katalatische Aktivitiit beispielsweise 
durch Sauerstoff nur teilweise regenerierbar. Es ist mit der Még- 
lichkeit zu rechnen, daB das Eisen, das in der Katalase in 
3 wertiger Form angenommen wird‘), wenn wirklich Eisen inte- 
grierender Bestandteil. des Katalasemolekiils selbst ist, unter der 
Wirkung von Sulfhydryl eine Reduktion erfihrt. Cystin, frei von 
Cystein, beispielsweise in Sauerstoffatmosphire, findet man ohne 
Wirkung auf Katalase. 

Fir die Wirkung von SH-Verbindung auf Katalase ist kenn- 
zeichnend, dai sie durch kleine Mengen von Alkohol betrichtlich 
herabgesetzt wird; dies gilt fir gereinigtes Enzym aus Leber wie 
fir Blutkatalase. Eine ahnliche Erscheinung haben F. Batelli 
und L. Stern®) fiir Blutkatalase beschrieben, bei welcher im Blute 
unter dem Einflu8 geringer Mengen von Alkohol keine spontane 
Inaktivierung mehr, kein Auftreten von ,,Antikatalase“, beobachtet 
wird. Es erscheint einer niheren Priifung wert, ob nicht die 
Wirkung der angenommenen ,,Antikatalase“ auf eine Hemmung 
durch Sulfhydryl zuriickzufihren ist. 





1) Diese Z. 192, 171 und zwar S. 191 (1930). 

2) Diese Z. 209, 176 und zwar S. 188 (1932). 

5) K. G. Stern, a. a. O. 

‘) K. Zeile u. H. Hellstrém, a. a. O. und zwar S. 178; vgl. dazu 
die Ausfiihrungen von R. Kuhn, Z. angew. Chem. 45, 353 (1932). 

5) J. Physiol. et Path. gén. 7, 919 (1905); vgl. L. Stern, Biochem. Z. 
182, 139 und zwar S. 140ff. (1927). 
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Finflu8 von Sulfhydrylverbindungen auf enzymatische Prozesse. 


Versuche, 
1. Kathepsin, Papain, 
Tabelle 1. 


Einflu8 von Cystein, Cystein-Eisen und Eisen auf Leberkathepsin. 


(4,0 ccm Glycerinauszug (1:10) aus der durch 3malige Behandlung mit 
70 °/yigem Alkohol und mit Ather getrockneten Leber vom Schwein, mit 

2,0 cem neutralisierter Cystein-HCl- Lésung (entspr. 20 mg Cystein-HC)), 
baw. mit 2,0 ccm Cysteinlésung + 0,5 cem 0,1 n-FeSO,, bzw. mit 0,5 cem 
0,1 n-FeSO, allein 1 Stunde bei 30° belassen; 5,0 ccm Substratlésung (enth. 
0,30 g) + 5,0 cem n-Acetatpuffer von py = 4,7 zugefiigt; Gesamtvolumen 
22,0 ccm; Analyse ausgefiihrt mit 10,0 ccm; 24 Stunden, 30°; Angaben be- 
deuten Zuwachs in ccm N, (bei 20° und 740 mm) in der Analysenprobe 

nach van Slyke.) 














Substrat Ohne Zusatz} Mit Cystein ‘sieataiae Eisen 
Gelatine . . . . 0,15 1,35 1,30 0,05 
Serumalbumin . 0,00 0,70 0,70 0,00 
COs. es. 0,10 1,70 1,60 — 
Histonsulfat . . 0,05 0,95 1,00 ~~ 
Clupeinsulfat . . 0,00 0,70 0,65 —_ 














Tabelle 2. 
Einflu8 von Cystein, Cystein-Eisen und Eisen auf Papain. 
(40 mg Papain (Merck), in 5,0 ccm Wasser gelést und mit 2,0 cem neutra- 
lisierter Cystein-HCl-Lésung (entspr. 20 mg Cystein—HC)l), bzw. mit 2,0 cem 
Cysteinlésung + 0,5 cem 0,1 n-FeSO,, bzw. mit 0,5 ccm 0,1 n-FeSO, ‘sllein 
1 Stunde bei 30° belassen; 15,0 cem 3 °%/,iger Substratlésung, auf py = 5 
eingestellt, sowie 2,5 ccm 0,1 mol. Citratpuffer von py = 5,0 zugefiigt und 
mit Wasser auf 25,0 ccm aufgefiillt; zur Analyse entnommen 10,0 cem; 
2 Stunden, 30°; Angaben bedeuten Acidititszuwachs in cem 0,2 n. in der 
Analysenprobe, d durch Titration in alkoholischer Lésung bestimmt.) 








Substrat ‘Olin pam Eisen 




















Mit yeti | Cystein-Hisen 
Gelatine kes 0,40 1,36 1,20 0,30 
i ane 0,25 1,05 1,00 _— 
2. Arginase. 


Darstellung gereinigter Arginase. 50 ccm Glycerin- 
auszug aus mit Aceton und Ather getrockneter Leber vom Schwein 
werden mit 200 ccm Wasser verdiinnt und 4mal mit je 5,0 ccm 
Tonerdesuspension C, (= je 79 mg Al,O,) bei py = 6,5 adsorbiert. 
Die in der Zentrifuge vereinigten und mit Wasser gewaschenen 
Adsorbate eluiert man 4 mal mit je 25 ccm 3/,,-mol. Na, HPO, und 
klirt die vereinigten Elutionen durch Kieselgurhaut. Aus der 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIV. 6 
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geklirten Elution fallt man die Arginase unter Eiskihlung mit 
dem doppelten Volumen Aceton und list sie wiederum in 0,1 mol. 
Glykokollpuffer von p,, = 9,4; die Lisung wird nochmals durch 
Kieselgur gekliirt und durch Dialyse in Fischblasen gegen flieBendes 
destilliertes Wasser von vorhandenem Phosphat befreit. 


Tabelle 3. 


Kinflu8 von Schwefelwasserstoff, Cystein, Cystein-Eisen und Eisen auf 
Arginasepriparate verschiedener Darstellung. 


(Enzymlésung wiihrend 1 Stunde mit H,S behandelt, bzw. mit 2,0 cem Cystein- 

lésung (entspr. 20 mg Cystein—HCl), bzw. mit 2,0 eem Cystein + 0,5 cem 

0,in-FeSO,, bzw. mit 0,5 cem 0,1n-FeSO, allein bei py = 6,5 belassen; 

hierauf 5,0 ccm 0,1 mol. Glykokollpuffer von p,;, = 9,5 und 10,0 cem 1°/,iges 

Arginincarbonat zugesetzt; 30°; Angaben bedeuten verbrauchte cem 0,02 n- 

H,SO,, nach der Einwirkung von Urease und Destillation des Ammoniaks, 
wie iiblich, bestimmt.) 








TR fo] u 
Angew. Zeit | © 4 : = | € 4 fe 
Arginasepriiparat S sei = 2 [22 & 
ccm |Stdn.J o 5 R=} & is | 

a o 











Glycerinauszug aus 
Frischleber (1:3) . | 0,10 | 1 | 21,3 | — | 22,5 | 25,7 | 21,8 


Glycerinauszug a. mit 

Aceton-Ather getr. | - 

Leber (1 : 10) I] 040] 2 |] 58] to8 | 95 | — | — 
desgl. I] 100 | 1 | 124] — | 166 | 25,6 | 23,9 
desgl. II | 0,40 2 7,5 18,3 — ae a 

Glycerinauszug a. mit 

Alkohol—Ather getr. 























Leber (1 : 10) I] 2,00 2 0,0 1,6 0,8 ~ — 
desgl. If | 2,00 2 0,0 — 1,1 1,3 —_ 
Auszug nach Hunter- 
Dauphinée') ... | 0,10 1 22,2 — 21,0 | 26,8 | 18,4 
Gerein. Priiparat . . | 2,00 1 7,8 — 7,4 | 24,5 | 14,3 
Tabelle 4. 


EinfluB von Cystein, Cystein-Eisen und Eisen und py der Arginasewirkung. 


(1,00 cem Glycerinauszug aus mit Aceton-Ather getrockneter Leber, mit 

2,0 cem Cysteinlésung (entspr. 20 mg Cystein—HCl), bzw. 2,0 ccm Cystein 

+ 0,5 cem 0,1 n-FeSO,, bzw. 0,5 cem 0,1 n-FeSO, allein wihrend 1 Stunde 

bei py = 6,5 belassen; py fiir die Arginasewirkung eingestellt durch Zu- 

satz von 5,0 cem 0,1 mol. Glykokollpuffer; 10,0 cem 1°/,iges Arginin- 

carbonat (fiir die Verdauung bei py = 6,5 neutralisiert); 1 Stunde, 30°; 
Angaben bedeuten verbrauchte ccm 0,02 n-H,S0,.) 


1) J. of biol. Chem. 85, 627 (1930). 
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Zusatz Pu = 9,5 PH c= 6,5 
= 12,4 3,3 
0 ee 16,6 1,1 
Cystein—Eisen 25,6 11,0 
ee ae eee 23,9 10,8 


Tabelle 5. 
Zeitliche Abhingigkeit der Arginaseaktivierung durch Cystein 
und Cystein—Kisen. 
(Ansatz und Bedingungen fiir die Aktivierung wie in Tab. 4; p, fiir die 
Aktivierung = 6,5, py, fiir die Arginasewirkung = 9,5; 1 Stunde, 30°; 
Angaben bedeuten verbrauchte ccm 0,02 n-H,S0,.) 























en Ohne Zusatz Mit Cystein Cystein—Eisen 
Minuten 
0 8,6 10,2 9,0 
15 kl _ 12,0 
30 aie 11,6 22,0 
60 om 12.0 22,2 
120 _ 12,1 22.0 











Tabelle 6. 
Einflu8 yon Phosphat und von Alkohol auf die Arginaseaktivierung. 


—_ und Bedingungen fiir die Aktivierung wie in Tab. 4; Aktivierungs- 

auer 1 Stunde; 5,0 ccm 1/,, mol. Phosphatpuffer von py = 6,5, bzw. 2,0 cem 

1°/,igem Alkohol zu Beginn bzw. nach Beendigung der Aktivierung zu- 

gesetzt; py fiir die Arginasewirkung = 9,5; 1 Stunde, 30°; Angaben be- 
deuten verbrauchte ccm 0,02 n-H,S0,.) 





Ohne Zusatz| Mit Cystein | Cystein—Eisen 


Einwirkung von 

















22,2 





“ 8,3 11,4 
Phosphat vor der Aktivierung 6,9 9,2 20,0 
Phosphat nach der Aktivierung — 10,6 21,1 
Alkohol vor der Aktivierung 8,6 11,8 20,8 
Alkohol nach der Aktivierung oe 10,2 10,5 


3. Phosphatase. 


Darstellung der Enzymlésung. Man folgte dem von H. Erdt- 
man’) beschriebenen Verfahren der Darstellung gereinigter Phosphatase 
aus Schweineniere. 

Nierenbrei wurde mit dem doppelten Volumen Wasser unter Zusatz 
von Toluol 48 Stunden bei 30° der Autolyse iiberlassen. Von den groben 
Partikeln trennte man hierauf durch Sieben und fillte die triibe Lésung 
mit dem doppelten Volumen 96°/,igen Alkohols. 10g der mittels Alkohol 





1) Diese Z. 172, 182 (1927). 


6* 
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und Ather getrockneten Fillung wurden dann mit 100 cem Wasser unter 
Zusatz von 0,5 cem konzentriertem Ammoniak 48 Stunden unter Schiitteln 
extrahiert, vom Ungeldsten durch Zentrifugieren und Filtrieren getrennt. 


Tabelle 7. 


Einflu8 von Schwefelwasserstoff, Cystein und Cystin auf die Hydrolyse 
von Glycerophosphat durch Nierenphosphatase. 


Ansatz: 15,0 cem 0,2 mol. Na-Glycerophosphat (entspr. 244,5 mg Mg,P,0, 
nach vollstindiger Hydrolyse) + 10,0 ccm 0,1 mol. Boratpuffer von py = 8,9 
+ 0,10 ccm 2°/,iger MgSO,; 30°; Enzymwirkung unterbrochen durch Zusatz 
von 5,0cem 5°/,iger Trichloressigsiiure; Messung der abgespaltenen Phos- 
phorsiiure vorgenommen nach dem Aufkochen des Ansatzes und Filtrieren 
durch Fillung mit 20,0cem Magnesiamixtur und Uberfiihrung in Mg,P,0,; 
Behandlung der Enzymlésung mit H,S wihrend 1 Stunde, bzw. Zusatz von 
20 mg Cystein-HCl, neutralisiert, bzw. Cystin, in 2,0ccm gelést; Angaben 
bedeuten mg Mg,P,.0,.) 
































res ‘ 
Hasy a Be Ohne Zusatz} Mit H,S Cystein Cystin 

2,0 8 25,2 3,8 _ _ 

4,0 1,25 33,3 — 6,5 25,0 

4,0 8 72,6 < _ — 

4,0 6 109,6 _ _ _ 

4,0 21 203,6 — 56,0 — 

4,0 69 215,0 — 144,4 wait 

4,0 93 219,0 145,4 217,0 


Tabelle 8. 


Einflu8 von Cystein und Cystein—Eisen auf die Hydrolyse 
von Glycerophosphat durch Nierenphosphatase. 


(5,0 ecm Phosphataselésung; 30,0 ccm 0,01 mol. Na-Glycerophosphat, ent- 
haltend 12,0 ccm 0,1 mol. Veronalpuffer von p,, = 8,8; 10,0cem H,O bzw. 
7,0 cem H,O + 3,0 cem neutralisierte Cystein-HCl-Lésung (30 mg enthaltend), 
bzw. 6,25 cem H,O + 3,0 cem Cystein- HCl + 0,75 cem 0,1 n-FeSO,; 30°; 

Bestimmung der abgespaltenen Phosphorsiiure wie in Tab. 7; 
Angaben bedeuten °/, Hydrolyse.) 























Zeit (Stunden) Ohne Zusatz Mit Cystein Cystein—Eisen 
1 19 7 14 
4 52 22 37 
7 63 24 46 











Tabelle 9. 


EinfluB yon Cystein auf die Hydrolyse yon Adenosintriphosphorsiure 
und Kreatinphosphorsiure durch Nierenphosphatase. 

5,0 cem Substratlésung, 7,3 mg adenosintriphosphorsaures Ca, bzw. 11,5 mg 
kreatinphosphorsaures Ba enthaltend, durch Fiillen mit 0,1 n-Na,SO, vom 
Erdalkali befreit; 1,0 cem Enzymlésung; 1,00 cem n-Ammoniak-Ammon- 
acetatpuffer von py = 8,7; 5,0cem H,O; 1,0ccm neutralisicrie Cystein-HCl- 
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Lésung (enth. 10 mg); 1 Stunde, 30°; Hydrolyse der Adenosintriphosphor- 

siure gemessen durch Fillung mit Strychninmolybdat nach G. Embden’), 

Hydrolyse der Kreatinphosphorsiiure bestimmt nach E. Lehnartz*); An- 
gaben bedeuten °/, Spaltung, bezogen auf 1 Phosphorsiiurerest. ) 

















Substrat | Ohne Zusatz | Mit Cystein 
Adenosintriphosphorsiiure. ....... 259 168 
Kreatinphosphorsiiure. ......... 68 31 


Tabelle 10. 


Einflu8 von Cystein und Cystin auf die Hydrolyse von Thymonucleinsiiure 
durch Darmnucleotidase. 


(2,0 ecm Glycerinauszug (mit 60°/,igem Glycerin bereitet) aus frischer 
Darmschleimhaut von Kilbern (1:5), bzw. aus der mit Alkohol und Ather 
getrockneten Schleimhaut (1:10); 2,5 cem 8 °/,iges thymonucleinsaures Na; 
2,0 cem n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 8,9; 2,0 cem Cystein- 
bzw. Cystinlésung (20 mg Cystein-HCl bzw. 20 mg Cystin entspr.); Gesamt- 
volumen 10,0 ccm; 2 Stunden, 30°; Bestimmung der abgespaltenen Phosphor- 
siure vorgenommen wie in Tab. 7; Angaben bedeuten mg Mg;P,0,.) 





Mit Cystein Cystin 

















Enzymloésung Ohne Zusatz 
Auszug aus frischer Schleimhaut 14,2 5,0 12,0 
Auszug aus getrockn. Schleimhaut 9,0 1,8 -- 





Tabelle 11. 


EinfluB von Cystein und Cystein—Eisen auf die Synthese von Glycero- 
phosphat durch Nierenphosphatase. 
(5,0 ecm Enzymlésung; 4,0 cem H,O, bzw. 1,0 cem H,O + 3,0 ccm neutra- 
lisierte Cystein-HCl-Lésung (30 mg enth.), bzw. 0,25 eem H,O + 8,0 cem 
Cystein-HCl + 0,75 cem 0,1 n-FeSO,; 15,0 cem 87°/, iges Glycerin; 20,00 cem 
1/,,mol. Na,HPO,; py = 8,8; 30°; Bestimmung der Phosphorsiiure vor- 
genommen wie in Tab. 7; Angaben bedeuten °/, Synthese. ) 














Zeit (Tage) | Ohne Zusatz | Mit Cystein | Cystein—Eisen 











1 4,2 4,0 2,7 

3 8,8 8,9 6,4 

4 13,0 12,6 7,6 
4. Katalase. 


a) Leberkatalase. 


Bestimmungsmethode. Man folgte im wesentlichen den 
Angaben von 8. Hennichs.*) Der Bestimmungsansatz enthielt 


1) Diese Z. 113, 138 (1921). ?) Diese Z. 184, 1 und zwar S. 18 (1929). 
5) Biochem. Z. 145, 286 (1924). 
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35,0 ccm 0,02 n-H,O, + 10,0 ccm 1/30 mol. Phosphatpuffer von p,, 
= 6,8, auf 0° abgekiihlt; zu dieser Mischung wurden 5,0 ccm 
Enzymlésung von 0° zugefiigt. Den Umsatz bestimmte man in 
5,0 com des Ansatzes und nach dem Abstoppen mittels 5,0 ccm 
2n-H,SO, durch Titration mit 0,005n-KMnO,. Als MaB der 
Reaktionsgeschwindigkeit diente die berechnete Konstante der 
monomolekularen Reaktion. 

Verfahren der Reinigung. Mittels Alkohol und Ather 
getrocknete Pferdeleber wird mit Wasser (1:15) unter Schiitteln 
11/, Stunden extrahiert und der Auszug filtriert. 20 cem des Roh- 
auszugs werden mit 40 ccm 96°/,igem Alkohol bei 0° gefillt, 
von dem dabei in geringer Menge entstehenden Niederschlage, 
welcher keine Katalase enthilt, wird mittels der Zentrifuge ge- 
trennt; zu 60 ccm der alkoholhaltigen Mutterlauge fiigt man so- 
dann 0,80 ccm 2°/,ige Calciumchloridlésung hinzu, wobei die 
Katalase mit dem entstehenden Niederschlage ausgefallt wird; man 
lést diesen nach dem Abtrennen in der Zentrifuge in 30 ccm 
Wasser wieder auf. 

30 com der Lésung werden mit 7,5 com n-Acetatpuffer von 
P, = 3,8 versetzt und daraus mit 7,5 ccm Tonerde C, (= 118,5 mg 
Al,O,) die gesamte Katalase adsorbiert; man erreicht ihre Elution 
aus dem ‘Tonerdeadsorbat in nahezu quantitativer Ausbeute 
durch 2malige Behandlung desselben mit je 30 ccm 0,5°/, igem 
(NH,), HPO,. 

Tabelle 12. 

Einwirkung von Cystein auf gereinigte Katalase; Cysteinmenge 

und Einwirkungsdauer. 
(Einwirkung vorgenommen bei 0°.) 








Angew. Cystein |Einwirkungsdauer k (monomol.) 
mg Min. ber. 
0 0 0,024 
0,020 150 0,016 
0,105 60 0,010 
0,105 120 0,009 
0,105 240 0,007 
0,105 360 0,006 
0,525 60 0,008 
0,525 120 0,006 
0,525 240 0,004 
0,525 360 0,002 
1,050 150 0,004 
4,20 150 0,002 








8,40 150 0,002 








ee re 








Tabelle 13. 





_EinfluB von Sulfhydrylverbindungen auf enzymatische Prozesse. 


Einwirkung von Cystein und Cystin auf gereinigte Katalase; 
Einflu8 von Phosphat, Arsenat, Citrat und Alkohol. 


(Einwirkung vorgenommen 150 Minuten bei 0°; Gegenwart von Phosphat 
(0,5 mol.), bzw. Arsenat (0,5 mol.), bzw. Citrat (0,1 mol.), py = 7 bzw. von 
0,001 °/, Alkohol; & (monom.) fiir die angewandte Enzymmenge = 0,023.) 

















An- Ohne Mit ‘. 
gowandt mg aS ee Arsenat | Citrat | Alkohol 
Cystein 0,042 0,013 0,024 0,024 | 0,018 

0,105 0,012 0,024 0,024 | 0,012 “ 

1,050 0,005 0,018 0,018 | 0,009 0,012 
Cystin 0,10 0,020 0,023 a ~ oe 

‘ 1,00 0,015 0,023 : : as 

a 4,00 0,008 0,022 , a - 

mi 9,00 0,007 0,021 ae 0,024 


























60 ccm der Tonerdeelution werden mit 15 ccm n-Acetatpuffer 
von p, = 5 versetzt und mit 15 ccm Kaolin ( = 2,7 g) behandelt; 
das hierbei an Kaolin adsorbierte Enzym wird nach dem Ab- 
trennen des Adsorbats in der Zentrifuge durch 45 ccm 0,02 n-NH, 
eluiert. In der durch Kieselgurhaut geklirten Elution finden sich 
dann noch etwa 85°/, von der Katalase der Ausgangslésung, 
nach 24stiindiger Dialyse gegen flieBendes destilliertes Wasser 
noch etwa 60°/,. Der Reinheitsgrad einer so bereiteten Enzym- 
lésung schwankte in mehreren Beispielen zwischen Kat f = 10650 
und 12100. 


Tabelle 14. 


Einwirkung von Blausiure auf gereinigte Katalase; 
Einflu8 yon Phosphat und Alkohol. 


(Einwirkung vorgenommen bei 0°; Konzentration von Phosphat und Alkohol 
wie in Tab. 18; & (monom.) fiir die angewandte Enzymmenge = 0,023.) 











Angew. KON | Einwirkungs- Ohne Zusatz | Mit Phosphat Alkohol 
mg dauer (Min.) 

0,045 90 0,016 0,016 0,016 
0,045 150 0,016 ae am 
0,045 240 0,015 _ - 
0,045 360 0,016 ~ “ 
0,225 60 0,002 0,002 0,002 
0,225 120 0,002 _ ~~ 
0,225 360 0,002 se wi 
0,450 90 0 0 0 
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Tabelle 15. } 
Einwirkung von Cystein und Cystin auf gereinigte Katalase; | 
EinfluB von Eisensalz. 


(2,0 mg Cystein bzw. Cystin; Einwirkung vorgenommen 120 Minuten bei 0°, 
ohne bzw. in Gegenwart von FeCl,; 
k (monom.) fiir die angewandte Enzymmenge = 0,024.) 

















Angewandt | Ohne Eisen Mit 0,01 | 1,0 mg Fe | 
5". 5 4 aoe 0,004 0,004 0,004 
Cystin 0,022 0,021 0,021 


Tabelle 16. 


Einwirkung von Cystein und Cystin auf gereinigte Katalase; 
EinfluB von Wasserstoff und Sauerstoff. 

Einwirkung vorgenommen wihrend 150 Minuten bei 0° und in Luft, bzw. 
Wasserstoff-, bzw. Sauerstoffatmosphire; Enzymlésung vor der Einwirkung 


























Angewandt mg In Luft | Wasserstoff | Sauerstoff 
| ra 0,105 0,010 0,008 — 
Cystein. .. ... 0,210 0,007 a 0,017 
Oyen ...... 1,00 0,022 0,019 _ 
RE ee eA 2,00 0,017 — 0,024 


b) Blutkatalase. 


Tabelle 17. 


Einwirkung von Cystein auf Blutkatalase; EinfluB von Alkohol 
und von Sauerstoff. 


sa ecm Blut (1:100 verdiinnt) + a) 4,50 eem H,O, b) 2,0 cem neutralisierte 
ystein—HCl-Lésung (entspr. 4,2 mg Cystein—HCl) + 2,50 ecm H,0, ¢) 2,0 ecm 
Cystein + 0,05 cem 1°/,igen Alkohol + 2,45 cem H,O, 90 Minuten bei 0° 
belassen; Einwirkung vorgenommen in Luft bzw. Sauerstoffatmosphiire ; 
Angaben bedeuten & (monom.) in der Analysenprobe von 1,0 ccm.) 























a Mit Cystein 

Ohne Zusatz Mit Cystein 4. Alkohol 
Ms kw 5 2G 0,040 0,020 0,030 
In Sauerstoff. .... 0,040 0,036 0,040 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst 
fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 




















Einwirkung von Ozon auf Stigmasterin. 
Von 


A. Guiteras. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Gdéttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. November 1932.) 


Im Anschlu8 an meine friihere Arbeit!) habe ich Ozon auf 
einige weitere Sterine einwirken lassen. Zymosterin, Lanosterin 
und Agnosterin heferten unter den am Ergosterin erprobten Be- 
dingungen keinen fliichtigen Aldehyd. Dagegen erhielt ich aus 
Stigmasterin, einem doppelt ungesiittigten Phytosterin von der 
Formel C,,H,,07) einen fliichtigen Stoff, der Fehlingsche Liésung 
reduzierte und ein schén krystallisiertes Semicarbazon gab. Das 
Semicarbazon schmilzt bei 127—128°, zeigt fiir [a]j° die Drehung 
+9,13° in alkoholischer Lésung und besitzt die Formel C,H,,ON,. 
Der entsprechende Aldehyd hat also die Zusammensetzung C,H, ,0. 
Durch vorsichtige Oxydation mit alkalischem Kaliumpermanganat 
in der Kalte liefert der Aldehyd eine optisch aktive Siure, die 
sich beim Erhitzen mit 10°/,iger Kalilauge auf 165° im Bomben- 
rohr leicht racemisiert und daher ein asymmetrisches Kohlenstoff- 
atom in «-Stellung zur Carboxylgruppe enthilt. Bei energischer 
Oxydation mit Chromsiiureanhydrid spaltet Stigmasterin Aceton 
ab, das sich iiber das p-Nitrophenylhydrazon vom Schmelzp. 148° 
nachweisen 1liBt. 

Von den 17 méglichen Saiuren C,H,,0, besitzen 6 ein Asym- 
metriezentrum in «-Stellung zur Carboxylgruppe und von diesen 
6 nur 2 eine Isopropylgruppe, die bei der energischen Oxydation 
Aceton liefern konnte. Diese beiden Siuren haben die Formeln 


I. CH,CH(CH,)CH,CH(CH,)COOH — und 
II. CH,CH(CH,)CH(C,H,)COOH . 


Ich habe nun iiber das Siurechlorid das Amid, das Anilid 
und das p-Toluid meiner Siure bereitet und fiir diese Derivate 
die Schmelzp. 136°, 120—122° und 138—140° gefunden. Das 
Amid der Siiure I schmilzt bei 90°.*) Deshalb kommt eine Iden- 
titiit meiner Siure mit der Siure I nicht in Betracht. Dagegen 
sind die Schmelzpunkte der Siure II von Crossley und Le Sueur‘) 





1) Liebigs Ann. 494, 116 (1932). *) Ber. chem. Ges. 65, 1008 (1932). 
8) J. Chem. Soc. 67, 512 (1895). 4) J. Chem. Soe. 77, 91 (1900). 
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als folgende angegeben: Amid 134—134,5°; Anilid 114—115°; 
p-Toluid 122,5—123% Der Schmelzpunkt des Amides wurde 
spiter von Emil Fischer’) zu 136° korrigiert. Ich habe darum 
die Synthese der Siiure wiederholt und gefunden, daB® die An- 
gaben von Crossley und Le Sueur nicht zutreffen. Tatsiichlich 
liefert die synthetische Athyl-isopropyl-Essigsiiure, wie Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt beweisen, genau dieselben Amide, 
Anilide und p-Toluide wie die racemisierte Siure aus Stigma- 
sterin. 

Der Aldehyd aus Stigmasterin ist also der Athyl-isopropyl- 
acetaldehyd CH,CH(CH,)CH(C,H,)\CHO. In der Seitenkette des 
Stigmasterins ist also die Gruppe CH,—CH—CH—CH= vor- 


| | 
CH, CH, 
CH, 
handen, wiihrend in Ergosterin die Gruppe CH,—CH—CH—CH= 
| 
GH, OH, 


nachgewiesen ist.) 
Analytische Belege. 


Semicarbazon des Aldehydes aus Stigmasterin, Schmelzp. 127—128°. 
4,173 mg Subst.: 8,550 mg CO,, 3,630 mg H,O. — 4,498 mg Subst.: 
0,963 eem N, (22°, 757 mm). 
C,H,,ON, Ber. C 56,14 H 9,95 N 24,58 
Gef. ,, 55,89 , 9,73 ,, 24,68. 
21,9 mg Subst., 2cem Alkohol, 1=1dm, «=+0,10°: [a]2°= + 9,13°. 


Amid der Siiure aus Stigmasterin, Schmelzp. 136°: 
4,002 mg Subst.: 9,550 mg CO,, 4,150 mg H,O, 0,018 mg Riickstand. — 
3,530 mg Subst.: 0,337 cem Ny, (22°, 757 mm). 
C,H,,ON Ber. C 65,12 H 11,62 N 10,86 
Gef. ,, 65,07 ,, 11,60  ,, 11,00. 
Anilid der Siiure aus Stigmasterin, Schmelzp. 120—122°: 
4,035 mg Subst.: 11,820 mg CO,, 3,440 mg H,O. — 4,200 mg Subst.: 
0,244 eem N, (22°, 745 mm). 
C,,H,,ON Ber. C 76,09 H 9,27 N 6,83 
Gef. ,, 76,52 ,, 9,54 ,, 6,59. 
p-Toluid der Siiure aus Stigmasterin, Schmelzp. 138—140°: 
4,235 mg Subst.: 11,900 mg CO,, 3,640 mg H,O. — 5,195 mg Subst.: 
0,299 cem N, (22°, 745 mm). 
C,,H,,ON Ber. C 76,71 H 9,59 N 6,39 
Gef. ,, 76,68 ,, 9,62 ,, 6,35. 


1) Liebigs Ann. 402, 375 (1914). 
*) Liebigs Ann. 493, 181 (1932); 494, 116 (1932). 




















Chemisch-biologische Untersuchungen 
tiber wachstumsférdernde Stoffe. 
1. Die Enzyme des Extraktes aus Hiihnerembryonen. 


Von 


G. Borger und T. Peters. 


Mit 7 Figuren im Text. 





(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. November 1932.) 


In der biologischen Literatur der letzten Jahre nehmen die 
Krérterungen tiber sogenannte Wuchsstoffe immer mehr Raum ein. 
Trotz zahlreicher Arbeiten, in denen iiber Art und Wirkung solcher 
Stoffe berichtet wird, liBt sich aber heute noch kein gemeinsamer 
Faktor erkennen, dem als wesentlichem Kernstiick aller ,,Wuchs- 
stoffe* eine bedeutsame Rolle im Gesamtgeschehen des Wachs- 
tums zugeschrieben werden kénnte. Die Verschiedenartigkeit der 
hisher bekannt gewordenen ,,Wuchsstoffe“ und die ebenso mannig- 
fachen Forderungen, die an ihre Wirkungsweise gestellt werden, 
lassen im Gegenteil vermuten, da’ gegenwirtig verschiedene un- 
einheitliche Vorgiinge, die vielleicht zum Teil direkt oder indirekt 
uuch das Wachstum beeinflussen, unter dem Bild der Wachs- 
tumsfoérderung als Wirkung eines Wuchsstoffes gesehen und zu- 
sammengefaBt werden. 

Die beobachteten Wachstumsvorgiinge sind sicher nicht in 
allen Fallen Wachstum im eigentlichen Sinne, d. h. eine ,,Zu- 
nahme durch Ansatz von strukturell und funktionell vollwertiger 
lebender Masse“ (Rissle). Insbesondere bei der durch sogenannte 
Wuchshormone geférderten ,,Streckung“ der Pflanzen diirfte kein 
wirkliches Wachstum vorliegen. Und in den Fiillen, in denen 
es sich um echtes Wachstum handelt, miissen u. KE. zuniichst 
wenigstens noch 2 Gruppen unterschieden werden. Bei der einen 
handelt es sich um Beeinflussung von an und fiir sich statt- 
findenden Wachstumsvorgingen, also vor allem um deren 
Beschleunigung und Férderung, besonders an jugendlichen Ob- 








92 G. Borger und T. Peters, 


jekten. Und im anderen Fall liegt eine Wachstumserregung von 
tatsiichlich oder scheinbar ruhenden Zellen vor, so bei der Regene- 
ration, der Wundheilung und der Geschwulstbildung. 


Uber die Art und Weise, wie Wuchsstoffe in den ProzeB des Wachs- 
tums eingreifen oder ihn auslésen kénnten, wissen wir nichts, schon des- 
halb nicht, weil wir weder die Ursachen noch die Mechanik des Wachs- 
tums kennen. Es ist aber wohl selbstverstiindlich, daB sie nur da wirksam 
werden kénnen, wo die Fihigkeit zu wachsen vorhanden ist, also vor allem 
nur an lebenden Objekten. Wir wissen auBerdem, daB noch eine Reihe 
von Voraussetzungen erfiillt sein miissen, ohne die Wachstum nicht denk- 
bar ist, Bedingungen mechanischer, chemischer und energetischer Art, die 
u. a. die Erniihrung, den Stoffwechsel, die Temperatur betreffen. Von diesem 
Gesichtspunkt aus lassen sich, wie wir glauben, zwei Méglichkeiten fiir 
die Mitwirkung von Wuchsstoffen beim Wachstum unterscheiden. Zuniichst 
k6nnen sie die Voraussetzungen fiir das Wachstum beeinflussen, also z. B. 
die Ernihrung, indem sie entweder selbst fiir das Wachstum wichtige Nah- 
rungsstoffe darstellen, oder zur Vorbereitung und Bereitstellung der Bau- 
stoffe fiir die Protoplasmasynthese wichtig sind. Es leuchtet ein, daB solche 
Stoffe imstande wiren, unerkannte Wachstumshemmungen, die z. B. in 
einem Mangel an synthetisch brauchbaren Nahrungsstoffen liegen kénnten, 
zu beseitigen. Sie wiirden dadurch eine scheinbare Wachstumssteigerung 
hervorrufen, in Wirklichkeit aber nur die Voraussetzungen fiir das Wachs- 
tum schaffen oder vervollstiindigen. (Grundsiitzlich anders wire die Wir- 
kungsmoéglichkeit einer zweiten Gruppe von Wuchsstoffen, die nicht selbst 
an den Wachstumsprozessen mitwirken, sondern sie nur auslésen. Diese 
wiren also, wenn man so sagen darf, nicht selbst Teile des Wachstums- 
mechanismus, sondern wiirden ihn vielmehr durch irgendwelche Gleich- 
gewichtsinderungen, vielleicht auch durch Beseitigung von Hemmungen, 
zum Ablauf bringen. 


Die Kritik, ob wirklich echte Wachstumsvorgiinge vorliegen, 
muB u. K. bei biologischen Wachstumsuntersuchungen mit gréBter 
Objektivitiit durchgefiihrt werden. Wir glauben, daB die Gewebe- 
ziichtung nach Carrel dafiir eine geeignete Methode bietet. Denn 
wenn auch zwischen dem Wachstum eines ganzen Organismus 
oder seiner Teile und dem Wachstum einer in vitro ,,geziichteten“ 
Gewebekultur noch mancher Unterschied besteht, so haben wir 
es doch bei einer unter geeigneten Bedingungen gehaltenen Fibro- 
plastenkultur zweifellos mit echtem Wachstum zu tun. Dabei ge- 
stattet die von Ebeling!) angegebene MeSmethode eine objektive 
Beurteilung der Wachstumsleistung mit einer Fehlerbreite von 
nur 5—7°/,. 

Als ,,wachstumsférdernder Stoff*, ohne den eine Kultur aut 
die Dauer nicht wachsen kann, hat sich bisher der Extrakt aus 





1) J. of exper. Med. 84, 231 (1921). 
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Hiihnerembryonen am besten bewahrt. Die vor allem von Carrel 
und Baker?) und von Alb. Fischer’) unternommenen Versuche, 
den wirksamen Komplex des Embryonalextraktes (K.E.) niher 
zu charakterisieren, haben wichtige theoretische Erkenntnisse ge- 
bracht, wenn sie auch den ,,Wuchsstoff* des E.E. noch nicht iso- 
lieren konnten. Die dabei erkannten physikalisch-chemischen 
Eigenschaften des wirksamen Extraktes ergaben in Ubereinstim- 
mung mit der schon 1913 von Carrel) gefundenen Hitzeempfind- 
lichkeit auffallende Parallelen zu den proteolytischen Enzymen. 
Die Ubereinstimmung geht nach unseren zuniichst orientierenden 
Versuchen noch weiter, indem die wachstumsférdernde Wir- 
kung des E.E. auch seinem Dipeptidasegehalt parallel geht.*) 
Im Zusammenhang mit der giinstigen Wirkung, die man durch 
Zusatz von teilweise abgebauten EiweiBkérpern an Stelle des E.E., 
vor allem fiir kiirzer dauernde Wachstumsversuche, erzielt hat 
(vgl. Fischer] erscheint uns die Arbeitshypothese berechtigt 
— die auch schon von Carrel und Baker in ahnlicher Weise 
angedeutet wird (vgl. FuBnote 1b, 8.3) —, daB fiir die immer- 
wihrende Bereitstellung entsprechend abgebauter, fiir das Wachs- 
tum notwendiger EiweiSkérper in der Gewebekultur proteolytische 
Enzyme vorhanden sein miissen, die im E.E. enthalten sind 
und mit ihm der Kultur zugefiihrt werden. Beim Aufhéren der 
Enzymwirkung in der Kultur kann zwar noch ein gewisser 
Bestand von brauchbaren EKiweiSkérpern vorhanden sein, der eine 
Zeitlang ein Wachstum erméglicht. Nach Aufbrauchen dieses 
Vorrats aber miissen mit neuem E.E. neue Enzyme zugefiigt 
werden, um durch weiteren Abbau des vorhandenen KiweiBes er- 
neutes Wachstum zu erméglichen. 

Uber die Enzyme des E.E. ist uns nur eine Andeutung bekannt. Sie 
stammt von Carrel und Baker aus dem Jahre 1926 (vgl. FuBnote 1b, S. 3, 
und zwar §. 361): ,,Nous savons, que le suc embryonnnaire s’hydrolyse 
spontanément 4 la température de 39°, quand son py passe de 74 6, ou 45.“ 
Auf diese Stelle bezicht sich wohl auch die Mitteilung von Alb. Fischer”) 


(und zwar 8S. 30), daB von Carrel und Baker im E.E. ein proteolytisches 
Enzym festgestellt werden konnte. 


Da nach unserer Annahme die eiweibspaltenden Enzyme des 
KE. in erster Linie fiir die Bereitstellung von brauchbaren EKiweib- 


1) Proc. Soc. fiir exper. Biol. a. Med. 23, 627 (1926); C. r. Soc. Biol. 
Paris 98, 359 (1926); J. of exper. Med. 44, 503 (1927); C. r. Soc. Biol. Paris 96, 
685 (1927). *) Gewebeziichtung, 3. Aufl. Miinchen 1930. 

*) J. of exper. Med. 17, 14 (1913). 
‘) G. Borger u. R. Zenker, Verh. dtsch. path. Ges. Miinchen 1931, 
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kérpern in Frage kommen, haben sich unsere Untersuchungen 
vorwiegend mit ihnen beschiftigt. Unter den Proteasen zeigte die 
Dipeptidase die stairkste Wirksamkeit; als Substrat beniitzten wir 
d,l-Leucylglycin und Glycylglycin. Der Reaktionsverlauf ist 
linear, wie man ihn auch bei den Dipeptidasen anderer Gewebe findet. 
Das d,1-Leucyglycin wird bis zur Hilfte, also die ganze 1-Leucylglycin- 
komponente aufgespalten. Die Wirksamkeit ist gegeniiber Leucy]- 
glycin etwa doppelt so groB wie gegeniiber Glycylglycin; der Ge- 
Vergo L.-G. 
Vojg9 GG. 





fiir eine 0,064 molare Liésung 
(der spaltbaren Komponente) betriigt etwa Q — 
gleich zu der Dipeptidase anderer Organausziige ist die Wirksam- 
keit der Dipeptidase des E.E. nicht sehr grob. Rohausziige aus 
menschlicher Milz z. B. wirken unter gleichen Bedingungen etwa 
6 mal’), aus Schweineniere sogar etwa 10 mal?) so stark.*) Das 
p,-Optimum liegt bei p, = 8,5 fiir Leucylglycin und Gly- 
cylglycin iibereinstimmend, also weiter im alkalischen Gebiet als 
bei anderen tierischen und menschlichen Gewebeausziigen (p,, = 8,0). 
Die Verwendung verschiedener Arten von Puffergemischen ergab 
keine Anderung im Verlauf der p,-Kurve. ‘Trotz dieser Ab- 
weichung des p,,-Optimums ist arf der Identitiit der Dipeptidase 
des K.E. mit der anderer Organausziige nicht zu zweifeln. Es ist 
ja bekannt, daB sich auch z. B. das p,-Optimum der Lipase im 
Laufe der Reinigung verschiebt.4) Die Empfindlichkeit der 
Dipeptidase des E.E. gegeniiber Schwefelwasserstoff ist geringer 
als die der Nierendipeptidase. So wird die Glycylglycinspaltung 
durch E.E. bei einer Schwefelwasserstoff-Konzentration von 10—* mol 
etwas iiber die Halfte gehemmt, wihrend bei der Dipeptidase der 
Niere die gleiche Hemmung schon bei einer Schwefelwasserstofi- 
Konzentration von 1077 mol®) erreicht wird. Diese beiden von 
dem gewdhnlichen Verhalten der bekannten Dipeptidasen ab- 
weichenden Befunde, die Verschiebung des p,-Optimums ins 
Alkalische und die Verringerung der Schwefelwasserstoff-Empfind- 


schwindigkeitsquotient 


= 1,8. Im Ver- 





') G. Borger, Arch. f. exper. Path. 164, 469 (1932). 

2) W. Grassmann u. L. Klenk, Diese Z. 185, 267 (1929). 

*) Bezogen auf gleiche Mengen Frischgewicht (Organbrei). 

4) R. Willstaitter u. F. Memmen, Ebenda 133, 347 (1923/24); R. Will- 
stitter u. Mitarbeiter; Ebenda 140, 203 (1924); F. Haurowitz u. Petrou, 
Ebenda 144, 68 (1925). 

5) Nach unver@ffentlichten Versuchen yon W. Grassmann, L. Klenk 
u. T. Peters. 
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lichkeit, diirften wohl auf die Anwesenheit von Begleitstoffen 
gurickzufiihren sein. Wir haben die Priifung dieser Fragen vor- 
liufig zuriickgestellt, da sie nicht im Rahmen unserer Arbeit lag. 

Die Wirkung des E.E. gegeniiber Leucyl-glycyl-glycin (Amino- 
polypeptidase) ist etwas geringer als die gegeniiber Leucyl- 
glycin (Dipeptidase). Das Verhiiltnis der Spaltungsfihigkeit ist 
bei frischen Extrakten ziemlich konstant. Driickt man die Wirk- 
samkeit der Peptidasen!) in Einheiten aus, so sind in einem 
guten Extrakt z. B. 1,5-Dipeptidaseeinheiten und 0,6-Polypepti- 
daseeinheiten in 1 ccm enthalten. Das p,-Optimum der Amino- 
polypeptidase liegt bei p,, = 7,0; den alkalischen Ast der Kurve 
verfolgten wir nur bis p,, = 8,0, da weiter im alkalischen Gebiet 
durch die Gegenwart der Dipeptidase falsche Ergebnisse erzielt 
werden. Wir konnten bei p,, = 8,0 kein zweites p,,-Optimum fest- 
stellen, wie es Waldschmidt-Leitz?) angibt. 

Die Feststellung einer Proteinasewirkung im E.E. gelingt 
nicht, auch wenn man die verschiedensten Methoden unter mannig- 
facher Variation der Bedingungen anwendet. Die Aktivierung 
des Extraktes mit reduziertem Glutathion und mit Blausiiure 
fihrt ebenfalls zu keinem Erfolg. Die nephelometrische Be- 
stimmung, die ja nach Kleinmann besonders empfindlich ist, 
scheitert daran, daB sich im E.E. auch in entsprechender Ver- 
diinnung wihrend der Reaktionszeit starke und unstabile Triibungen 
bilden, die eine Verfilschung der Werte zur Folge haben. Der 
Gehalt an reduziertem Glutathion betriigt in 100,0 ccm des 
K.E. etwa 30,0 mg; die gleiche Menge wird etwa in 50,0 ccm 
menschlichen Blutes gefunden. 

AuBer den proteolytischen Enzymen fanden sich im E.E. 
noch Wirkungen einer Amylase und einer Lipase. Die Amylase- 
wirksamkeit des wiiBrigen Extraktes ist sehr gering. In 1,0 ccm 
des E.E. (= 10 mg Trockensubstanz) sind nur etwa 7-10—° Amy- 
laseeinheiten enthalten; zum Vergleich sei angefiihrt, da in 
20 mg getrockneter Pankreasdriise vom Schwein 1 Amylaseeinheit 
wirksam ist.) Das p,-Optimum liegt bei p, = 7,0, wie zu er- 
warten war. Auch die Lipasewirkung, die stalagmometrisch mit 
Tributyrin als Substrat gemessen wurde, ist nur gering und ent- 





1 R. Willstitter u. W. Grassmann, Diese Z. 153, 250 (1926); 
W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Ebenda 179, 41 (1928). 

*) Ber. chem. Ges. 62, 956 (1929). 

8) R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. Hesse, Diese Z. 
126, 143 (1923). 
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spricht etwa 0,13 Butyraseeinheiten in 1,0ccm (= 10mg Trocken- 
substanz) bei p, = 8,6 (0,1 mg getrocknete Pankreasdriise vom 
Schwein enthalt 1 Butyraseeinheit).’) 


Uber die Haltbarkeit der Enzyme im E.E. kénnen wir 


vorlaufig nur wenige Angaben machen. Nach 50 Tagen zeigt 
der im Eisschrank aufbewahrte frische E.E. (p,, = 7,4) eine Ver- 


minderung der Wirksamkeit der Dipeptidase um etwa 90°/,, der 
Polypeptidase um etwa 20°/,. Die Siureempfindlichkeit der 


Dipeptidase ist sehr viel gréBer als die der Polypeptidase, so dah 
durch Behandlung mit Essigsiure die Dipeptidase zerstért werden 
kann. Die Polypeptidase behilt dabei etwa 50°/, ihrer Wirksamkeit. 

Die fiir die Gewinnung des E.E. gebriiuchliche Methode, die 
zerkleinerten Hiihnerembryonen nur kurze Zeit (20—30 Min.) mit 


Tyrodelésung auszuziehen, ist fiir eine rationelle Erfassung der 


Enzyme nicht sehr zweckmaéBig. Es war zu erwarten, da das 
Fehlen einer Proteinasewirkung im E.E. darauf zuriickzufiihren 
ist und daB es gelingen miiBte, durch geeignetere Auszugs- 
bedingungen in den Hiihnerembryonen ein Kathepsin aufzufinden. 
Wir haben deshalb die zerkleinerten Embryonen bei p,, = 5,0 
unter Zusatz von Glycerin geschiittelt und fanden in diesen Ex- 
trakten eine deutliche Proteinasewirkung, die etwa den 10. Teil 
der Kathepsinwirkung von menschlichen Milzen (Borger, vel. 
FuBnote 1, 5. 94) entspricht. 

Zur Orientierung iiber die Gesamtheit der im_ bebriiteten 
Hiihnerei vorhandenen Enzyme haben wir auch die Allantois und 
die Dottersackmembran sowie ihren Inhalt untersucht. Die Pro- 
teinasewirkung der Dottersackmembran im Glycerinauszug, be- 
zogen auf die gleiche Menge Frischgewicht, ist etwa 12 mal so 
hoch wie die des glycerinhaltigen E.E.; die der Allantois betrigt 
nur etwa 7/. des glycerinhaltigen E.K. und liegt somit an der 
Grenze der MeBbarkeit. Diese Befunde stimmen iiberein mit den 
Angaben von H, A. Krebs?), daB er bei Hiihnerembryonen vom 
8. Bebriitungstag einen Proteolysequotienten von 1,24 und bei 
den dazu gehérigen Kihiuten einen Quotienten von 13,2 gefunden 
hat. Im Inhalt des Dottersackes und der Allantois ist keine 
Proteinasewirkung festzustellen. Das p,,-Optimum der Proteinase, 
das wir an glycerinhaltigem Dottersackauszug feststellten, liegt bei 
Py=4,0. Eine Ubersicht iiber die sonstigen Enzymwirkungen der ver- 
schiedenen Extrakte ist in den Tab. VI und VII zusammengestellt. 





1) R. Willstitter u. F. R. Memmen, Diese Z. 129, 1 (1923). 
*) Biochem. Z. 238, 191 (1931). 
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Zur Beurteilung der Unterschiede in der Enzymwirkung bei 
den verschiedenen Auszugsmethoden haben wir Dottersackmem- 
branen sowohl mit Tyrodelésung (nach der Vorschrift zur Be- 
reitung des waBrigen E.E.) als auch bei p, = 5,0 unter Zusatz 
von Glycerin ausgezogen. Der waBrige Extrakt der Dottersack- 
membran zeigte nur */,, der Proteinasewirkung des glycerinhaltigen. 
Danach 14Bt sich vielleicht annihernd berechnen, wie hoch der 
Kathepsingehalt des wiBrigen E.E. sein mu, wenn man voraus- 
setzt, daB sich das Embryonalgewebe beim Ausziehen ebenso 
verhilt. Unter den im experimentellen Teil angegebenen Be- 
dingungen fiir die Proteinasespaltung miiBte der Zuwachs an 
Amino-N in 1,0 ccm des Ansatzes bei Anwendung von wibrigem 
K.E. 0,006 mg betragen, ein Wert, der innerhalb der Fehlergrenze 
der Methode liegt. 


Der Enzymgehalt des bebriiteten Hiihnereies scheint starken 
Schwankungen zu unterliegen, die vielleicht durch die Jahres- 
zeiten mit ihren unterschiedlichen Bedingungen in der Eiablage 
(Mauserung usw.) verursacht sind. Die im Laufe unserer Unter- 
suchungen in dieser Hinsicht gefundenen Verhiltnisse haben wir 
in der Tab. V zusammengestellt. Ob diese Verschiedenheiten in 
der Enzymwirkung zusammenhingen mit den in der Gewebe- 
zichtung hiufig beobachteten schlechteren Wachstumswirkungen 
der im Winter gewonnenen E.E., kénnen wir vorliufig nicht be- 
urteilen. 


Experimenteller Teil. 


Bereitung des E.E. Den Hiihnereiern werden am 10. Bebriitungstag 
die Embryonen entnommen. Nach Abwaschen mit physiologischer Koch- 
salzlésung werden die Embryonen in einem Spezialquetschapparat zu Brei 
verarbeitet, dem dann das gleiche Volumen Tyrodelésung (oder Ringerlésung) 
zugesetzt wird. Nach '/, stiindigem Stehen wird vom Riickstand zentrifugiert, 
der iiberstehende E.E. vorsichtig abpipettiert und im Eisschrank aufbewahrt. 
Wihrend der ganzen Zubereitung muB steril gearbeitet werden. Fiir unsere 
Enzymbestimmungen haben wir zuniichst ausschlieBlich den wiBrigen E. E. 
nach vorstehender Vorschrift verwendet, weil er in dieser Zusammensetzung 
fiir die Gewebeziichtung brauchbar ist. Im allgemeinen haben wir Tyrode- 
lésung und nur in Ausnahmefillen Ringerlésung beniitzt. 


Die Glycerinausziige, die zum Nachweis der Proteinase notwendig 
wurden, haben wir folgendermaBen hergestellt: Die zerkleinerten Hiihner- 
embryonen bzw. Dottersackmembran oder Allantois vom 10. Bebriitungstag 
wurden sofort mit der halben Gewichtsmenge mol/3 Phosphatpuffer py = 5,0 
und mit 1'/,facher Gewichtsmenge 87°/, igem Glycerin versetzt, 1 Stunde 
auf der Maschine geschiittelt und nach 16 Stunden durch Organfilter filtriert. 
Zur Anwendung kam das gesamte Filtrat, das ein py, von etwa 5,6 aufwies. 
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Bestimmung der Dipeptidase im Embryonalextrakt. 
1. Abhangigkeit der Dipeptidasespaltung 
von der Wasserstoffionenkonzentration. 
I. 6,0 cem mol/5-d,1l-Leucylglycin; 0,6 ccm E.E.; wechselndes py mit 
Essigsiure oder Ammoniak eingestellt; 0,4 cem 2,5-n-Ammoniak—Ammonium- 


chloridpuffer; Gesamtvolumen 10,0 cem; 1 Stunde; 40°; Titrationsprobe 2,0ccm; 
n/20-alkoholische KOH; Thymolphthalein. 
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Fig. 1. Substrat: Leucylglycin. Ammoniak—Ammoniumchloridpuffer. 


II. 6,0cem mol/5-d,1-Leucylglycin; 0,7cem E.E. K.M.4); 1,2eem 0,5-mol 
Boratpuffer; sonst wie bei I. 
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Fig. 2. Substrat: Leucylglycin. Boratpuffer. 
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III. 6,0 ccm mol/5-d,l-Leucylglycin; 1,2 cem E.E.; 1,0 cem mol/3-Phos- 
phatpuffer; sonst wie bei I. 
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Fig. 3. Substrat: Leucylglycin. Phosphatpuffer. 





1) Trockenextrakt K.M. der Firma Krause-Medico, Miinchen: E.E., der 
nach der S. 97 mitgeteilten Vorschrift hergestellt und nach einem Spezial- 
verfahren getrocknet wird [vg]. G. Borger u. R. Zenker, Arch. exp. Zellf. 
12, 347 (1932). 
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IV. 3,0cem mol/10-Glycylglycin; 0,9cem E.E.; 0,2 cem 2,5n-Ammoniak— 
Ammonchloridpuffer; Gesamtvolumen 5,0 cem; sonst wie bei I. 
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Fig. 4. Substrat: Glycylglycin. Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer. 


2. Reaktionsverlauf der Dipeptidasespaltung. 


Tabelle I. 

6,0 cem mol/5-d,l-Leucylglycin bzw. 6,0 cem mol/10-Glycylglycin; 0,9 ccm 
E.E.; 0,4 cem n/1-Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer p,, = 8,4. Gesamt- 
volumen 10,0 ccm; py = 8,4; 40°; Titrationsprobe 2,0cem; n/20-alkoho- 
lische KOH; Thymolphthalein. 




















Spaltungszeit in Minuten L.-G 

Substrat |— SS 

30 | «660 | 90s 180 G.-G. 
L.-G. 0,39 0,77 1,13 2,00 0,393) - 
G.-G. 0,16 0,32 0,36 0,43 0,16 
L.-G. 0,42 “ 1,14 1,54 0,44 ‘ia 
G.-G. 022 | — 0,49 | 0,64 0,25 , 


3. EinfluB der Schwefelwasserstoffkonzentration 
auf die Dipeptidasespaltung. 
Tabelle I. 


Ansitze wie bei Tab. I. Das Enzym blieb nach der p,-Einstellung und 
dem Pufferzusatz 5 Minuten mit dem jeweiligen Natrium-Sulfidzusatz bei 
Zimmertemperatur stehen, bevor das Substrat zugesetzt wurde. 





























Konzen- ‘ince . V gehemmt 
Substrat {tation des vine in Minuten r : b *, von 
Schwefel- | ) 0/30 oe an. 
wasserstoffs} 909 | 90 | 150 gehemmt 
G.-G. ohne 0,22 | 0,49 | 0,64 0,25 
G.-G. 10-5 0,07 | O01 | 0,13 0,09 36 
G.-G. lin 0,04 | 0,09 | 0,12 0,05 20 
G.-G. 10—$ 0,00 , 0,00 § 0,00 0,00 0 
L.-G. ohne 0,42 1,14 | 1,54 0,44 
L.-G. 10~4 0,27 | 0,66 0,95 0,28 64 
L.-G. 10-8 0,12 | 0,83 0,54 0,12 28 


') Die in dieser Spalte angegebenen graphisch extrapolierten Anfangs- 
geschwindigkeiten bezeichnen das 30fache des in der 1. Minute erzielten Um- 
satzes (in eem n/20-KOH), d.h. denjenigen Umsatz, der erzielt worden wiire, 
wenn die Anfangsgeschwindigkeit 30 Minuten lang beibehalten worden wire. 


7* 
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Abhangigkeit der Polypeptidasespaltung 


von der Wasserstoffionenkonzentration. 


3,0 cem mol/4-d,l- Leucylglycylglycin; 0,5 cem E.E.; wechselndes py 
mit Essigsiure oder Ammoniak eingestellt; 0,3 ccm mol/3-Phosphatpuffer ; 
Gesamtvolumen 7,5 ccm; 1 Stunde; 40°; Titrationsprobe 2,0 cem; n/20-alko- 
holische KOH; Thymolphthalein. 


Bestimmung der Aminopolypeptidase im Embryonalextrakt. | 
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Fig. 5. 





Das p,-Optimum der Aminopolypeptidase ist nicht sehr aus- 


geprigt; es liegt zwischen p, = 7,0 und p,, = 7,4. 


Saureempfindlichkeit der Dipeptidase und der Polypeptidase. 
Der Embryonalextrakt wird unter Eiskiihlung mit n/1-Essigsiure versetzt, 
bis das gewiinschte py erreicht ist, dann sofort zentrifugiert und mit 
n/1-Ammoniak neutralisiert. 


Tabelle LL. 











Enzym 
angesduert 
auf py 


4,1 





Spaltung (eem n/20-KOH) 





nach der 
vor der Ansiuerung 


Wirksamkeit 
nach der An- 
siuerung in °/, 
der urspriingl. 














| Ansiuerung | Wirksamkeit 
Dipeptidase | 1,18 | 0,49 42 
Polypeptidase —S_— 0,42 0,40 95 
Dipeptidase | 1,26 | 0,34 27 
Polypeptidase 0,53 | 0,49 93 
Dipeptidase | 1,05 | 0.02 0 
47 


Polypeptidase § 9,40 | 0,19 
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Bestimmung der Amylase im Embryonalextrakt. 
Abhangigkeit der Amylasespaltung 
von der Wasserstoffionenkonzentration. 


12,5 cem 1°/,ige Stirkelésung; 0,5ccm E.E.; wechselndes p, mit 
Ammoniak oder Essigsiure eingestellt; 5,0 mol/3- = 20.—-—-__--— 
| 


Phosphatpuffer, 0,5 ccm mol/5-Natriumchlorid; | 
24 Stunden, 40°. R | 

Bestimmung nach der Vorschrift fiir die $ 4%) : 
Pankreasamylase von Willstitter und Wald- y 5} . | 
schmidt-Leitz.') Die gebildeten Aldehyd- al a | 


gruppen wurden nach der Willstitter-Schudel- ¢$ set 7 tt 3 


schen Hypojodidmethode bestimmt.’) Fig. 6. 


Bestimmung der Lipase im Embryonalextrakt. 
Tabelle IV. 


27,0 cem gereinigte Tributyrinlésung; 2,0 cem E.E.; 1,0 cem 2,5 n-Ammoniak— 
Ammoniumchloridpuffer py = 8,6; 0,43 cem H,O; zur Aktivierung wurden 
an Stelle des Wassers 0,25 ccm Eieralbumin (15 mg), 0,05 eem Calcium- 
chlorid (5 mg), 0,13 cem 4 °/,iges Natriumoleat zugesetzt. Temperatur 20°. 
Stalagmometrische Messung der Tributyrinspaltung nach Willstatter und 
Memmen.’) Gerades Stalagmometer nach Wo. Ostwald.*) 


Wasserwert bei 20° 83 Tropfen. 

















Abnahme der Tropfenzahl in Minuten | Butyrase- 

Sunn Guanes —— einheiten 

20 40 60 80 100 in 1 ecem 
Nicht aktiviert . 6 12 ig | 24 30 0,19 
Aktiviert . . . 4 8 2 «| «#17 20 0,13 











Bestimmung des reduzierten Glutathions im Embryonalextrakt. 
5,0 cem E.E. werden zur EnteiweiBung mit 45,0 eem 5 °/,iger Trichloressig- 
siure versetzt und nach einigen Minuten filtriert. Das Filtrat gibt keine 
EiweiBreaktion mehr. Die in der Lésung enthaltenen SH-Gruppen werden 
unter Zusatz von Kaliumjodid mit n/100-Jodlésung titriert und aus dem 
Jodverbrauch der Gehalt an reduziertem Glutathion berechnet. (Einzel- 
heiten der Methode folgen in einer eigenen Arbeit.) 


Danach waren in: 
100,0 cem E.E. = 30—33 mg reduziertes Glutathion. 


1) Diese Z. 126, 148 (1928). 

?) Ber. chem. Ges. 51, 780 (1918). 
*) Diese Z. 129, 1 (1923). 

*) Prakt. d. Kolloidchemie, 3. Aufl, S. 30 (1922). 
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[3 
Ubersicht iiber den Enzymgehalt einzelner Embryonalextrakte. ' 
Tabelle V. a 
Trocken- Pes Gesamt-N | @ 
gewicht Di.-E. | Poly.-E. | Amyl.-E. | But.-E. |. 
Datum ni. : ; ; in 1 ccm 
vonicem’)|in 1eem]in 1eem]| in 1cem | in 1 cem i 
mg még 
ia, 2 12,8 0,63 0,27 : 
2. LL 16,9 0,65 0,21 
1. IL. 15,5 0,45 0,13 a 
9. II. 21,3 1,55 0,52 \ 3 
4. EL. 18,3 0,47 0,17 ‘3 
22. II. 17,3 0,78 0,19 
7. VI. 20,7 1,58 0,64 | 
14. VI. 17,8 0,75 0,17 
13. IX. 18,4 0,66 0,25 6,71-10-> | 0,10 
4, X. 18,9 0,77 0,29 883-105] 0,125 1,26 
in, x. 17,7 0,66 0,19 7,62-10-5 | 0,125 1,15 > 
18. X. 17,5 0,48 0,00 _ 0,125 1,04 | 
25. X. 22,6 0,78 0,30 1,62-10-° | 0,10 1,58 
Bestimmung der Proteinase in den glycerinhaltigen Ausziigen | 
nach Aktivierung mit reduziertem Glutathion. » 
Abhingigkeit der Proteinasespaltung \s 


der mit Glycerin ausgezogenen Dottersackmembran 
von der Wasserstoffionenkonzentration. 
1,0 cem 10°/,ige Gelatine; 2,0 cem Dottersackauszug; 0,25 cem redu- 


zierte Glutathionlésung (7,6 mg); wechselndes p;, mit Essigsiiure oder Natron- 
lauge eingestellt; 0,5 cem mol/3-Phos- 








= 
. 00. 1 . 

a | phatpuffer; Gesamtvolumen 5,0 ccm; 
& O75|- ~ ,  24$tunden; 40°. Bestimmung des Zu- 
& ' wachses an Amino-N in 1ecem mit 
8 GSO : 

S | Mikro-van Slyke. 

ai | ] Das p,,-Optimum des Ka- 
ws 7H thepsins liegt also bei Pa= 4,0. 
‘ Le ——> Der Abfall ins saure Gebiet ist 


~~ sehr steil und stimmt iiberein 
mit den Befunden bei der Milz [Waldschmidt-Leitz?); Borger, 
vel. FuBnote 1, 8S. 94). 

Die Proteinasespaltung der glycerinhaltigen Ausziige der 
Hiihnerembryonen und der Allantois sind zusammen mit den 
iibrigen Enzymwerten in folgender Tabelle VI aufgefiihrt. 

Die lipatische Spaltung durch den glycerinhaltigen Dotter- 


sackauszug blieb nach etwa 45 Minuten stehen, so daB nur '/, 











1!) In diesen Trockengewichten sind 10,5 mg Salze der Tyrodelésung 
enthalten. 2) Diese Z. 167, 285 (1929). 





N 
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Tabelle VI. 





























Proteinase 
Enzym Di.- E.*) |Poly.- E.2) mg Amyl.-E.}) | But.-E.4) 
Amino-N ”) 
WaBriger E.E. . . . | 0,09 on - ~ 0,038 
Glyeerinh. EE. . . . | 0,24 | 0,11 0,047 | 2,57-10-°] 0,094 
.  Dottersack. | 0,80 | 0,16 0,675 |0,96-10-°] 0,030 
Allantois . | 0,04 | 0,03 0,000 |1,27-10-°} 0,000 
Wifriger EE. . . . | 0,16 | 0,05 - 0,48-10-°| 0,030 
Glycerinh. E.E.. . . | 0,28 0,10 0,051 | 1,18-10-°] 0,064 
WaBriger Dottersack . 0,20 0,01 0,047 | 1,12-10~° — 
Glycerinh. _,, . | 0,93 | 0,14 0,534 |1,28-10->| 0,030 
‘ Allantois . | 0,04 0,02 0,010 | 0,48-10-5] 0,000 


der vorgelegten Tributyrinlésung gespalten wurde. Auch nach 
24 Stunden war die Spaltung noch nicht weiter fortgeschritten. 
Der glycerinhaltige Allantoisauszug hatte nach 24 Stunden etwa 
*/, der vorgelegten Tributyrinlésung gespalten. 


Ubersicht iiber die Peptidasespaltung 
des Inhaltes von Allantois und Dottersack. 


Als Enzymmaterial wurde der Inhalt von Allantois und 
Dottersack ohne weitere Vorbereitung benutzt. 


Tabelle VIL. 
3,0 eem mol/5-d,1-Leucylglycin gepuffert; 1,0 cem Enzym; py = 8,4 mit 
n/1-Ammoniak eingestellt. — 2,0 cem mol/4-d,l-Leucylglycylglycin ge- 
puffert; 1,0 cem Enzym; py = 7,0 mit n/l-Ammoniak eingestellt. — Gesamt- 


volumen 5,0 cem; 24 Stunden; 40°; Titrationsprobe 2,0 ccm; 
n/20-alkoholische KOH; Thymolphthalein. 




















ieininiiaes Trockengewicht Spaltung (eem n/20-KOH) 
Z . eee ag 
. voniceminmg] Dipeptidase | Polypeptidase 
Allemteis . . 1s + 10,0 0,10 | 0,12 

* ra ae 11,5 1,20 | 0,06 
Dottersack. . . . . 176,4 2,28 | 1,87 

‘ oe 234.5 1,95 | 1,15 








Die Untersuchungen wurden ausgefiihrt mit freundlicher 
Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schaft, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken. 


1) In 0,1 g des frischen Ausgangsmaterials. 
*) Zuwachs an Amino-N in 1,0 cem (= 0,1 g des frischen Ausgangs- 
materials). 








104 


Berichtigung. 
Von 
W. Grassmann, 0. v. Schoenebeck und G. Auerbach. 


Diese Z. 210, 1 (1932). 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1932.) 


in unserer Mitteilung iiber die enzymatische Spaltbarkeit der Prolin- 
peptide’) haben wir angegeben, daB reine Prolinpeptide keine Ninhydrin- 
reaktion zeigen. Herr Abderhalden macht uns darauf aufmerksam, daf 
auch mit vollig reinen Prolinpeptiden orangerote bis weinrote Firbungen 
erhalten werden, wenn man die Reaktion bei genau neutraler Reaktion und 
in hinlinglich konzentrierter Lésung ausfiihrt. Wir kénnen dies auch fiir 
die von uns dargestellten Peptide bestitigen. Die kurze Angabe ,Ninhydrin- 
reaktion negativ'’ in unserer Arbeit riihrt daher, daB die verhiltnismiBbig 
schwachen und im Farbton von der typischen blauen Ninhydrinreaktion 
stark verschiedenen Fiirbungen unsererseits nicht als positive Reaktion ge- 
wertet worden sind. Ein wesentlicher Unterschied in bezug auf den Ausfall 
der Ninhydrinreaktion scheint uns danach zwischen den von Abderhalden 
und den von uns dargestellten Peptiden nicht mehr zu bestehen. — Beziig- 
lich der enzymatischen Spaltbarkeit der Prolinpeptide sind Abderhalden 
und Mitarbeiter inzwischen zu Befunden gelangt, die im wesentlichen mit 
den unseren iibereinstimmen und nach Abschlu8 der Versuche an anderer 
Stelle mitgeteilt werden sollen.“ 


') Diese Z. 210, 1 (1932). 





Berichtigung. 
1. In R.Kuhn und H. Brockmann, Bad. 213, S. 3: 
Die Beschriftung der beiden Mikrophotographien ist zu vertauschen. 
2. In R. Kuhn und H. Brockmann, Bd. 206, S. 43, Tabelle 1: 
Bei Helenien und Physalien lies C-.H,,,0, statt C7.H,,.0, 
und Mol.-Gew. 1045 ,, 104%. 
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Weitere Angaben iiber die Nitratspeicherung 
bei den héheren Meeresalgen. 
Von 
Svante Suneson. 





{Aus dem Botanischen Laboratorium der Universitat Lund, Schweden.] 
(Der Redaktion zugegangen am 11. November 1932.) 


In einem jiingst erschienenen Aufsatz') habe ich iiber eine 
Untersuchung der Nitratspeicherung bei héheren Meeresalgen be- 
richtet. Diese Untersuchung wurde an der Westkiiste Schwedens 
ausgefiihrt. Im letzten Sommer habe ich wihrend eines Aufent- 
haltes an der biologischen Station Roscoff an der franzésischen 
Westkiiste Gelegenheit gehabt, mich wieder mit abnlichen Studien 
zu beschiftigen. Die Untersuchung umfaBt diesmal qualitative 
Nitratpriifungen von mehr als 80 Arten. Die Methodik ist dieselbe 
gewesen. Frische, saubere Thallusteile oder Schnitte wurden mit 
Diphenylamin—Schwefelsiiure behandelt, und die Stiirke der event. 
eintretenden Blaufirbung wurde beobachtet. Es wurden gleichzeitig 
mehrere Exemplare von jeder Art gepriift, und die verschiedenen 
Arten wurden im allgemeinen bei mehreren Gelegenheiten unter- 
sucht. Die Resultate sind in der nachfolgenden Tabelle zu sehen. 

Die Untersuchung umfaft zum gréSten Teil Arten, die ich 
friher nicht gepriift habe. Doch kommen einige Arten vor, die 
auch an der schwedischen Westkiiste gepriift worden sind. Im 
allgemeinen habe ich fiir diese dieselbe Reaktion an den beiden 
Fundorten feststellen kénnen. 

Priifungen auf Nitrat mit Diphenylamin-Schwefelsiure. 








Starke |Schwache] Negative 
Reaktion | Reaktion | Reaktion 


Chlorophyceae. 


Cladophora pellucida oe a 
Bryopsis hypnoides. . . ..... . a 
Codium tomentosum ........ + 


+++ 


Phaeophyceae. 


Cystoseira granulata Bbriest le ; ” ” 
m= ericoides . ee a 
m fibrosa. 

Bifurearia tuberculata . 


1) Diese Z. 204, (1932). 
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Pelvetia canaliculata . 
Himanthalia lorea 6 Neca le 
r ‘ , Fertile Streifen 
Taonia atomaria Ubriger Thallus . 
Haliseris polypodioides Gbrieet thallus 
Dictyota dichotoma . ee 
, ' SproBspitzen. . 
Cutleria multifida Chelper Thallus 
Saccorrhiza bulbosa . ea 
Alaria esculenta . pce Oe 
Laminaria flexicaulis a ; 
Sporochnus pedunculatus . 
Desmarestia ligulata. 
Arthrocladia villosa . 
Litosiphon Laminariae . 
Scytosiphon lomentarius 
Asperococeus echinatus 
Cladostephus spongiosus . 

" verticillatus . 
Halopteris filicina 
Stypocaulon scoparium 


Rhodophyceae. 


Helminthocladia purpurea 
Scinaia furcellata 
Nacearia Wigghii 
Gelidium latifolium . 

is eA a. 
Gigartina acicularis . 

- Teedii . 

* mamillosa . 
Phyllophora rubens . 
Ahnfeltia plicata. . 
Callophyllis laciniata 
Rhodophyllis bifida . 
Gracilaria confervoides ..... . 
Calliblepharis ciliata { Ubriger Thallus 


‘ Thallusspitzen . 

‘g jubata Ubriger Thallus 

Rhodymenia palmata Lo 
9 palmetta 


Lomentaria articulata 
Champia parvula. . . 
Chylocladia kaliformis . 
” ovalis 
Plocamium coccineum . 
Nitophyllum Hilliae . 





1) Nur einmal. 





Starke 
Reaktion 


Schwache] Negative 
Reaktion | Reaktion 








+ +++ 


+ ++++4 





+') 


+++ 


as 


+h + + 





Pett ttt tte etett+ete +4 


tebtttes+ 


+ + 


i 











7 = — 








aH FL PD weed ed 


























Bis: “9 


Weitere Angaben iiber d. Nitratspeicherung bei d. héheren Meeresalgen. 1()7 








Starke |Schwache] Negative 
Reaktion | Reaktion | Reaktion 











Nitophyllum uncinatum 

laceratum. 
Hy poglossum Woodwardii 
Bonnemaisonia asparagoides . 
Asparagopsis hamifera . 
Laurencia obtusa. 

. pinnatifida 
7 yhondria dasyphylla 

Falkenbergia Doubletii 
Polysiphonia furcellata . 

* atrorubescens 
fastigiata . 
thuyoides 
fruticulosa 

Dasya arbuscula . 
Heterosiphonia coccinea : 
Spondylothamnion multifidum 
Spermothamnion roseolum 
Griffithsia setacea 

" corallina . 

% devoniensis . 
Halurus equisetifolius 
Bornetia secundiflora 
Monospora pedicellata . 
Pleonosporium Borreri. 
Callithamnion tetricum 
Plumaria elegans . 
Antithamnionella sardensis 
Spyridia filamentosa 
Ceramium echionotum . 

¥ rubrum 

diaphanum . 
Dumontia filiformis . 
Dudresnaya coccinea 
Halarachnion ligulatum 
Fureellaria fastigiata 
Polyides rotundus 


++ 


t+tt+ + ++ 
-+- 
++ 


+ t+ +++ 
+ 
+ ttttt+t+++et 


+ +t + 











t+tt+tte+ + 
“+ 


Von den Griinalgen zeigen einige Arten starke, andere schwache 
oder negative Reaktion. LEigentiimlich ist das Verhiltnis bei 
Codium tomentosum. Von gleichzeitig eingesammelten Exem- 
plaren, die einander ganz gleich waren, gaben einige eine sehr 
starke Reaktion, andere eine vollstindig negative. 

Die Hauptmasse der Braunalgen zeigt keine Nitratspeiche- 
rung. In meiner friiheren Untersuchung machten die Laminaria- 
Arten eigentlich die einzige Ausnahme. Bei ihnen fand ich be- 
sonders im Stipes eine starke Nitratreaktion. Die in der Tabelle 
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vorkommende Laminaria flexicaulis gab aber nur einmal eine 
schwache Reaktion, Die anderen Laminariaceen (Saccorrhiza 
und Alaria) zeigten negative Reaktion. Unter den Dictyotaceen 
habe ich wie Nathanson Nitratreaktion bei Taonia atomaria 
und Haliseris polypodioides gefunden. AuSerdem zeigten 
Cystoseira granulata, Cutleria multifida, Sporochnus 
pedunculatus, Arthrocladia villosa und Stypocaulon sco- 
parium bisweilen starkere oder schwichere Nitratreaktion. 

Die gréBte Verschiedenheit im Salpetergehalt findet man bei 
den Rotalgen. Zu den friiher bekannten besonders reich nitrat- 
fiihrenden Arten kann ich jetzt folgende hinzufiigen: Helmin- 
thocladia purpurea, Scinaia furcellata, Gracilaria con- 
fervoides, Lomentaria articulata, Champiaparvula, Chylo- 
cladia kaliformis und Ch. ovalis, Laurencia obtusa und 
L. pinnatifida, die Griffithsia-Arten setacea, corallina und 
devoniensis, Bornetia secundiflora, Monospora pedicellata, 
Spyridia filamentosa, Dumontia filiformis und Halarach- 
nion ligulatum. FirDumontia filiformis habe ich in meinem 
friiheren Aufsatz negative Reaktion angegeben. Dies beruht sicher 
darauf, daB die Priifung nur an ilteren Individuen ausgefiihrt 
worden war. Auch jetzt gaben iltere, blasse Exemplare eine 
negative Reaktion. Dieser Unterschied im Nitratgehalt zwischen 
jimgeren, lebhaft gefiirbten und ilteren, blassen Individuen habe 
ich iibrigens oft bei anderen Arten beobachtet. 

Wenn der Nitratgehalt, wie man findet, artspezifisch ist, wire 
es nicht ohne Interesse zu erértern, in welchem Umfang die frag- 
liche Eigenschaft fiir einen gréBeren Verwandtschaftskreis von 
Arten gemeinsam ist. Mein relativ groBes Untersuchungsmaterial 
gestattet vielleicht einigermaBen eine solche Auseinandersetzung. 
Innerhalb Rhodophyceengattungen, von denen ich eine gréBere Anzahl 
Arten gepriift habe, ist es leicht, eine gute Ubereinstimmung be- 
trefis des Nitratgehaltes zwischen den einzelnen Arten fest- 
zustellen. So finde ich z. B. einerseits fiir die Gattung Poly- 
siphonia, wovon ich zehn Arten gepriift habe, fast durchgehend 
negative Reaktion und anderseits fiir die Gattungen Griffithsia 
und Ceramium starke Reaktion. Die Ubereinstimmung lift sich 
im allgemeinen nicht iiber gréBere Gruppen, z. B. Familien, er- 
strecken, Fiir die Champiaceen scheint aber das reichliche 
Nitratvorkommen gemeinsam zusein. So bekam ich fiir sechs Arten 
der drei Gattungen Lomentaria, Champia und Chylocladia 
immer starke Salpetersiurereaktion. 
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Uber das Vorkommen von Acetylcholin im Rinderblut. 


Von 
I. Vogelfanger. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit in Lwow [Lemberg].) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. November 1932.) 


Die vorliegende Untersuchung ist auf Anregung von Prof. 
Parnas aus dem Bestreben hervorgegangen, iiber die wider- 
sprechenden Ergebnisse von Kapfhammer und seinen Mit- 
arbeitern') einerseits, Dale und seiner Schule’), sowie Wrede’*) 
andererseits, durch eigene Versuche Klarheit zu gewinnen. Ks 
braucht nicht weiter auseinandergesetzt zu werden, wie die Frage 
steht: in den Arbeiten, die alle in dieser Zeitschrift publiziert 
worden sind, steht von autoritativer Seite Aussage gegen Aussage. 

Ich habe mich in dieser Arbeit so genau als méglich an die 
Vorschriften von Kapfhammer und Bischoff gehalten: es sind 
nur folgende Modifikationen eingefiihrt worden, die vielleicht fiir 
die Deutung der Versuche nicht ohne Bedeutung sind: 

1. Das Blut ist nicht von sterbenden Tieren entnommen 
worden: also weder von Tieren, die durch Kopfschlag getétet 
worden sind, noch von geschichteten Tieren. 

Das Blut wurde mittels einer Kaniile von 5mm lichter Weite 
entnommen, die in die vena jugularis eingestochen wurde.*) 

Das Blut wurde in Mefzylindern aufgefangen und sofort in 
Alkohol gegossen. 

2. Der alkoholische Auszug wurde in einem besonders wirk- 
samen Vakuumapparat eingedampft.**)— In diesem Apparat wurde 
das aus 15 Liter Alkohol und 5 Liter Blut gewonnene Filtrat 
innerhalb 80—90 Minuten auf ein Volumen von 200 ccm ein- 
geengt. 


*) Herrn Dr. med. vet. Schott und Dr. med. vet. Werschner danke 
ich bestens fiir ihre Hilfe, die mir die Ausfiihrung dieser Untersuchungen 
erméglicht hatten. 

“*) Wir danken der chemischen Fabrik Laokon in Lemberg dafiir, daB 
wir das Eindampfen in-ihrer Anlage ausfiihren konnten. 
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Der wesentliche Punkt, in welchem meine Erfahrungen von 
denen Kapfhammers abweichen, besteht in der Neutralisation des 
Blutalkalis. — Es ist mir niemals gelungen, durch Anwendune 
der Oxalsiituremengen, die Kapfhammer und Bischoff vor- 
schreiben, ein Alkalischwerden des Blutfiltrats withrend des EKin- 
dampfens zu vermeiden. 

Unter diesen Umstinden miBlang dann die Isolierung 
des Acetylcholins und auch ein Steigern der Oxalsiuremengen 
bis um 20°/, half nicht. Anscheinend enthielt das Blut héhere 
Bicarbonatmengen, als das Blut der in Freiburg verarbeiteten 
Rinder. 

Als dann das Eindampfen so gefiihrt wurde, daB die Reak- 
tion dauernd kontrolliert und korrigiert wurde, und daf niemals 
alkalische Reaktion eintrat (Kontrolle mit Lackmus und Brom- 
thymolblau), gelang die Darstellung des Acetylcholingoldchlorids 
tiber das Reineckat ohne Schwierigkeiten nach Kapfhammers 
Vorschrift. Ich erhielt aus 5 Liter Blut 0,3862 g Reineckat 
und aus diesem 0,1593 g Goldsalz vom Schmelzp. 166° und iden- 
tifizierte das Priparat dann noch am isolierten Froschherz. 

11,092 mg 7,080 CO,, 3,270 H,O, 4,491 Au. — 11,470 mg 2,45 cem 
0,01 n-NaOH. 

Fiir C,H,,O,NAuC], Ber. C 17,31 H 3,32 Au 40,65 COCH, 8,87 
Gef. ,, 17,42 ,, 3,30 » 40,51 5 3%. 

Die erhaltenen Werte stehen denen von Kapfhammer und 
Bischoff (aus 5 Liter Blut 0,41 g Reineckat) nahe. 

In den Versuchen, in welchen das Blut beim EKindampfen 
alkalisch wurde, waren die erhaltenen Werte geringer, oder in 
einem Falle auch Null. Diese Versuche mégen als Zeugnis datiir 
angesehen werden, daB die so bedeutungsvollen Resultate von 
Kapfhammer und seinen Mitarbeitern auch anderorts reprodu- 
zierbar sind, wenn die Vorschriften dieser Autoren streng ein- 
gehalten, aber den anscheinend wechselnden Alkalireserven an- 
gepaBt werden, — 

Literatur. 


1. Diese Z. 191, 179 (1930). 
2. Diese Z. 198, 85 (1931); 199, 135 (1931); 200, 153 (1931). 


3. Diese Z. 194, 229 (1931). 


























Chemische Untersuchung der spezifischen Bindung 
von Arsanil—Eiweifi und Arsanilsiure an Immunserum.”*) 


Von 
Felix Haurowitz und F. Breinl. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen und dem Hygienischen Institut 
der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1932.) 


I. Pracipitation von Arsanil—EiweiB. 


Die Reaktion zwischen Antigen und Antikérper liBt sich bei 
Verwendung chemisch ,,markierter“ Antigene mit chemischen Me- 
thoden untersuchen; in einer friiheren Arbeit +) haben wir iiber solche 
Versuche mit dem durch sein Fe-Atom markierten Antigen Hiimo- 
globin berichtet. In der vorliegenden Arbeit haben wir unsere 
friher gewonnenen Ergebnisse an einem anderen Antigen nach- 
gepriift, an Arsanil—Eiweif. Wir verstehen darunter das nach 
Landsteiner’) durch Kupplung von Eiweif mit diazotierter 
p-Arsanilsiiure gewonnene Produkt, das sich infolge seines As- 
Gehaltes neben anderen Proteinen bestimmen lift. Wir haben 
Kaninchen mit Arsanil—EiweiB immunisiert und das Arsanil—Eiweif 
mit den pricipitierenden Immunseren gefallt. Die Priicipitate wurden 
gewogen und ihr Gehalt an Antigen durch As-Bestimmung er- 
mittelt (vgl. experimentellen Teil §1 und 2). 

Die Darstellung des Arsanilproteins und seine quantitative Bestim- 
mung sind in einer friiheren Arbeit®) beschrieben, auf deren Angaben aus- 
driicklich verwiesen sei. 

Wir fanden ebenso wie friiher beim Hiimoglobin, dab der 
Gehalt des Priicipitates an Antigen um so gréSer ist, je gréBer 
die dem Immunserum zugesetzte Antigenmenge war. Die Priici- 
pitate waren also nicht konstant zusammengesetzt, sondern 
enthielten 5—25°/, Arsanil—EiweiB (vgl. Tab. I). Ihr Gehalt an 





*) Uber einen Teil der mitgeteilten Versuche hat der eine von uns (H.) 
am 14, internationalen PhysiologenkongeB in Rom berichtet. Vgl. Sunti delle 
commun. scintif., S. 110 (1932). 
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Antigen konnte wegen der starken Fiirbung des Arsanilproteins 
bereits bei bloBer Betrachtung geschitzt werden. — Der Rest des 
Pricipitates diirfte ebenso wie bei der Priicipitation von Himo- 
globin zum gréB8ten Teil aus Eiweif bestehen, denn der Gesamt- 
N-Gehalt der Pricipitate war etwa 16—17°/, N (vgl. § 2). 

Der héhere Antigengehalt des Pricipitates bei Zusatz gréBerer 
Antigenmengen zum Immunserum ist nicht etwa auf unspezi- 
fische Adsorption von arsenhaltigem Kiwei® zuriickzufiihren. 
Denn Kontrollversuche zeigten, da8 Arsanil—EiweiB, das bei anderen 
serologischen Pricipitationen zugesetzt wurde, nicht in die Fiil- 
lung mitgerissen wird (vgl. § 3). 

Immunisierung mit Arsanil-Serumalbumin lieferte nur sehr schwach 
priicipitierende Sera (vgl. § 4). Die Immunisierung ist also in unseren Ver- 
suchen wesentlich auf Arsanil-Serumglobulin zuriickzufiihren. — Unsere aus 
Arsanil-Pferdeserum gewonnenen Immunsera priicipitierten — wie schon 
andere Forscher‘) mehrfach beschrieben haben — das homologe Arsanil- 
Pferdeserum stiirker als heterologe Arsanilproteine aus Ovalbumin, Giinse- 
serum oder Kaninchenserum. Die Ursache dieser Erscheinung ist darin zu 
erblicken, da8 sie nicht nur chemospezifische Antikérper gegen den Phenyl- 
arsinrest, sondern auch solche gegen Pferdeeiweif enthielten. Aus diesem 
Grunde haben wir Kontrollversuche mit heterologem Arsanil—Ginseserum an- 
gestellt. Auch hier enthielt das Pricipitat bei steigenden Antigenmengen 
mehr Antigen (vgl. Tab. I). 


II. Hemmungsversuche und Bindung von Arsanilsdure 
durch das Antiserum. 

Landsteiner’) hat durch seine Hemmungsversuche iiber- 
zeugend dargetan, daB die Bindung des Arsanilproteins an den 
Antikérper durch seine Phenylarsinreste vermittelt wird. Denn 
die Pracipitation von Arsanilprotein durch Immunserum wurde 
durch p-Arsanilsiure gehemmt, aber auch durch substituierte 
p-Arsanilsiiuren, in deren Kern Cl, Br, J, NO,, Methyl oder OH 
eingetreten waren, ferner durch o-Arsanilsiure. Arsensiure hemmte 
schwach, Methylarsinsiiure und Kakodylsiure hemmten nicht.*) 
Wir haben Landsteiners Befunde bestiitigt und durch Hem- 
mungsversuche mit Substanzen erginzt, die aus Arsanilsiiure durch 
Verinderungen am Arsinsiiurerest gewonnen wurden. Wir fanden, 
daB die hemmende Wirkung der Arsanilsiiure verloren geht, 1. bei 
Ersatz des Arsenatoms durch Sb unter Bildung der entsprechen- 
den Stibinsiiure, 2. bei Ersatz einer OH-Gruppe der Arsanilsiiure 
durch den Dimethyl-anilinrest unter Bildung einer sekundiiren 
Arsinsiure und 3. bei Reduktion des As’ zu As'” unter Bildung des 
entsprechenden Arsinoxyds (vgl. § 5). 
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Arsenige Siiure zeigte im Gegensatz zu Arsensiure keine hemmende 
Wirkung (vgl. § 5 und 6), so daB sich diese beiden Siuren serologisch unter- 
scheiden lassen. Vielleicht ist die serologische Spezifitit der Arsensiure fiir 
die Frage der Arsengew6hnung von Bedeutung. — Wir haben, um in diese 
Fragen niheren Einblick zu gewinnen, versucht, Immunseren gegen Ver- 
bindungen mit 3wertigem Arsen darzustellen und haben zu diesem Zweck 
p-Arsanilsiure zum entsprechenden Arsinoxyd reduziert, dieses diazotiert 
und mit Eiwei8 gekuppelt. Die Versuche scheiterten jedoch an der Toxizitit 


des Antigens (vgl. § 7). 

Wihrend auf Grund unserer Versuche Ersatz des As durch 
Sb die spezifisch hemmende Wirkung des Haptens zerstért, konnten 
Berger und Erlenmeyer kirzlich*®) hemmende Wirkung durch 
die analog gebauten Phosphinséuren erzielen. Eine von uns unter- 
suchte aromatische phosphinige Siure, die 3 wertigen Phosphor ent- 
hielt, erwies sich ebenso wie die analog gebauten Arsinoxyde mit 
3wertigem As als nicht hemmend. 

Unsere Versuche lassen erkennen, dafB Verinderungen am 
Arsinsiiurerest der Arsanilsiiure die spezifisch hemmende Wirkung 
gegen Antiarsanilserum viel stirker beeinflussen als die von 
Landsteiner durchgefihrten Verinderungen am Phenylrest der 
Arsanilsiiure. Fiir die spezifische Bindung an Antiarsanilserum 
kommt offenbar in erster Linie der Arsinsiurerest in Betracht, 
entprechend der Anschauung Landsteiners, daB die Chemo- 

OH 
gf at 
H,N CARO 
OH 
Arsanilsiure. 
spezifitit besonders hiufig und intensiv durch saure Gruppen des 
Antigens beeinfluBt werde. 

Die spezifische Hemmung beruht nach Landsteiner auf einer 
Bindung des Haptens an die haptophoren Gruppen des Antikérpers. 
Ks schien uns wichtig, eine solche Bindung direkt nachzu- 
weisen. Dies gelang uns durch Kompensationsdialysen von 
Immunserum bei Zusatz wechselnder Mengen Arsanilsiiure. Wir 
dialysierten das Immunserum nicht gegen Wasser oder Salzlésungen, 
sondern gegen Normalserum. Dadurch wurden osmotische Wasser- 
verschiebungen vermieden und unspezifische Bindung des Haptens 
an Serumeiweif kompensiert. Wir fanden bei dieser Versuchs- 
anordnung am Ende des Dialyseversuches im Immunserum stets 
einen héheren Gehalt an Arsanilsiure (vgl. § 8). 

Hine quantitative Auswertung unserer Versuche ist nicht még- 
lich, da diese mit einer Reihe unvermeidlicher Fehler behaftet 
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waren (vgl. § 8). Wir erhielten daher schwankende Werte und 
kénnen nur die GréBenordnung des gebundenen Haptens angeben. 
Von 5 ccm Jmmunserum wurden 6—19 y Arsanilsiure gebunden, 
entsprechend 2—6 y As, Etwa ebenso groB ist der As-Gehalt 
der Antigenmenge, die bei der gleichen Menge Immunserum unter 
optimalen Bedingungen maximale Pricipitation verursacht (vgl. 
Tab. IV und VY). 


Wiihrend wir mit unseren Versuchen iiber die Priacipitation 
von Arsanil-EKiweif und tiber die Bindung des Haptens an Immun- 
serum beschiiftigt waren, erschienen 2 Arbeiten von Marrack und 
Smith’) iiber den gleichen Gegenstand, jedoch mit abweichender 
Methodik. 


Marrack und Smith haben das Pricipitat nicht gewogen, sondern 
seinen N-Gehalt bestimmt. Als Hapten haben sie den Azofarbstoff aus diazo- 
tiertem Atoxyl und Phenol] verwendet, die Atoxylmenge nicht durch As- 
Bestimmungen sondern durch Photometrie ermittelt. Die Dialyse wurde 
in einem besonders konstruierten Apparat gegen m/15-Phosphatpuffer vor- 
genommen. 

Marrack und Smith fanden ebenfalls ein Anwachsen des 
Antigengehaltes im Pricipitat bei steigenden Antigenzusiitzen. Im 
Dialyseversuch fanden sie deutliche Bindung des Haptens an Immun- 
serum. Ihre Ergebnisse werden also durch unsere mit abweichen- 
der Methodik durchgefiihrten Versuche vollkommen bestitigt und 


in mancher Hinsicht erginzt. 


Experimenteller Teil. 


§1. Darstellung der Antisera. Je 2 ccm der Antigenlésung wurden 
in Abstinden von 4—6 Tagen Kaninchen intravends injiziert. Nach 5—6 In- 
jektionen war der Titer der Antisera geniigend hoch. Die Tiere wurden 
6—8 Tage nach der letzten Injektion verblutet. 

§2. Untersuchung der Pracipitate und As-Bestimmung. Die 
Pricipitation fiihrten wir zum Teil in der friiher beschriebenen Weise 
durch (1 Teil Immunserum + 10 Teile verdiinnter Antigenlésung), zum Teil 
nach der Vorschrift von Marrack und Smith.’) Sie hat den Vorteil, dab 
man in kleinem Volumen arbeitet, daher beim Zentrifugieren mit kleineren 
Glisern auskommt. 

Wie der folgende Parallelversuch zeigt, erhielten wir bei dem Ver- 
fahren von Marrack und Smith etwas gréBere Mengen Pricipitat bei 
gleichem prozentuellem Antigengehalt [vgl. Grassberger und Schatten 
froh.§)} 

Je 0,5 mg Arsanilglobulin aus Pferdeserum wurden a) in 0,05 cem b) in 
10 ccm Kochsalzlésung gelést und zu je 1 ccm Immunserum zugesetzt. 
Gewicht der Priicipitate: a) 0,895 mg, b) 0,675 mg; As- Bestimmung: 
a) 10,0 7, das ist 1,10°/, As, b) 8,0 y, das ist 1,15°/, As. 
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Vor Durchfiihrung der Hauptversuche haben wir in gleicher Weise 
an je 0,1 ccm Immunserum die maximal flockende Dosis des Antigens be- 
stimmt. Im Hauptversuch wurden 5 ccm Immunserum mit der berechneten 
Menge Antigen versetzt, das abgeschleuderte Priicipitat in der friiher be- 
schriebenen Weise gewaschen, getrocknet und gewogen. Zur As-Bestimmung 
wurde das Priicipitat in der friiher beschriebenen Weise aufgeschlossen, 
AsCl, abdestilliert, schlieBlich As colorimetrisch bestimmt. Abweichend 
von unserem friiheren Vorgehen*) haben wir nach beendeter Destillation 
und Abrauchen der Salpetersiiure den As,O, enthaltenden Trockenriickstand 
nicht in Porzellanschalen, sondern in Reagenzgliser gespiilt und diese nach 
Zusatz des Molybdinreagens fiir 5 Minuten in ein siedendes Wasserbad ge- 
stellt. Man kann auf diese Weise mehrere Proben gleichzeitig im selben 
Wasserbad erhitzen. Dem Nachteil dieses Verfahrens, der geringen Blau- 
firbung des Blindversuches, sind wir durch Kontrollversuche mit bekannten 
Mengen Arsensiiure begegnet. Die Kontrollen enthielten 2, 5, 10, 20, 50 
und 807 As. Sie dienten zur Aufstellung der photometrischen bzw. colori- 
metrischen Eichkurve. Das Verfahren hat sich bei As-Mengen von 15 bis 
80 y As bewihrt. Bei héheren As-Mengen wurden schwankende Resultate 
erhalten, so daB unsere friihere Angabe tiber die Verwendbarkeit bis 160 y 
As zu korrigieren ist. Ergab die Bestimmung mehr als 807 As, so wurden 
entsprechend kleine Mengen des Mo-haltigen Ansatzes entnommen und As 
in der friiher beschriebenen Weise nach Fellenberg bestimmt. 

Beispiel einer Untersuchung. Der Vorversuch mit 0,1 cem 
Immunserum gab maximale Triibung mit 1 ccm Antigenlésung 1: 300 und 
und 1:1000. Im Hauptversuch wurden daher je 5 ccm Immunserum mit 
0,025 ccm, 0,1 ccm und 0,4 ccm unverdiinnter Antigenlésung versetzt und 
mit 1°/,iger NaCl-Lésung auf 6 ccm aufgefiillt. Ergebnis vgl. Tab. I. 


Tabelle I. 


Pricipitation von Arsanilprotein aus Pferdeserum mit dem homologen 
Immunserum von Kaninchen. 











Zugesetztes 





Antigen [| Priicipitat 
Nr. As- Ge- | As- Antigen- Anmerkung 
cem |Gehalt] wicht |Gehalt; Farbe gehalt 
in y | m in ¥ ber. in °/, 


0,025 | 11 7,7 | 88 | gelb | 11,0 (11,6) 
0,10 44 17,0 | 27 gelbrot | 15,3 (15,0) 
0,40 | 176 | 14,8 | 32 | braunrot 21,0 (22,8) 
0,10 44 14,7 | 26 gelbrot | 14,5 (17,8) | Serum inaktiviert 














we CO DD = 





Bemerkungen zur Tabelle I. Der As-Gehalt des Antigens wurde 
zu 0,44mg pro 1 cem bestimmt, sein EiweiBgehalt zu 42,5 mg pro ccm. Wir 
haben in Parallelversuchen mit je '/, der Serum- und der Antigenmenge 
Pricipitate erzeugt, die nur mit NaCl-Lésung — nicht mit Alkohol — ge- 
waschen und dann in 1 ccm n/4-NaOH gelést wurden. Diese Lésungen 
wurden colorimetrisch mit verdiinnten Antigenlésungen verglichen und der- 
art der Gehalt der Priicipitate an Antigen bestimmt (vgl. § 8). Die Resultate 
sind in der letzten Kolonne der Tabelle eingeklammert wiedergegeben. Sie 
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stimmen mit den Antigenmengen, die aus der Arsenbestimmung im Pricipitat 
berechnet sind, befriedigend iiberein. Versuch 4 wurde mit Immunserum 
angesetzt, das eine Stunde bei 56° gehalten war. Der Versuch zeigt, dal} 
keine groBen Differenzen zwischen Pricipitat aus aktivem und aus inakti- 
viertem Serum bestehen. 


Tabelle I. 


Pricipitation von Arsanilprotein aus Ginseserum mit heterologem 
Immunserum von Kaninchen, die mit Arsanilprotein aus Pferde- 
serum immunisiert waren. 




















Zugesetztes Antigen Pricipitat 
" As-Gehalt Gewicht | As-Gehalt | Antigengehalt 
veering in 7 mg iny | ber. in %, 
1 1: 2000 67 2905 | 65 | 7,9 
2 1: 100 1340 1,113 7,5 | 13,7 











Bemerkungen zur Tabelle II. 


Die Priicipitation wurde hier an 


10 ccm Immunserum mit dem 10fachen Volumen verdiinnter Antigen- 
lésung angesetzt, 24 Stunden bei 37° gehalten, dann in groBen Glisern 
scharf zentrifugiert, das Pricipitat in kleine Glischen gespiilt und in der 
oben beschriebenen Weise weiter behandelt. 

N-Bestimmung: 3,0 (4,3) mg eines Pricipitates wurden nach Stary 
und Winternitz®*) feucht verascht und durch Colorimetrie mit Nesslers 
Reagens 0,485 (0,70) mg N gefunden, d.i. 16,2 bzw. 16,3°/) N. 

§ 3. Versuch zur Frage der unspezifischen Adsorption von As- 
haltigem Eiwei8. 400ccm normalen 1: 1000 verdiinnten Serumglobulins vom 
Pferd wurden mit 0,4 cem Arsanilalbumin vom Rind versetzt (= 8,24 mg 
Eiwei8 mit 61,2 y As) und durch Zusatz von 40 ccm Antipferdeserum vom 
Kaninchen pricipitiert. Das nach 24 Stdn. abgeschleuderte und mit 1°/, NaCl- 
Lésung gewaschene Priicipitat war rein weib, wog nach Alkoholbehandlung 
55,2mg und enthielt < 0,17 As, also héchstens 0,03°/, Arsanil-EiweiB, wihrend 
die spezifischen Priicipitate 8—21°/, Antigen enthalten (vgl. § 2). 

10 ccm Menschenserum 1:100 wurde mit 1 ccm Arsanil-Pferde- 
globulin versetzt (= 3,0 mg EiweiB mit 16,7 y As) und durch 1 cem Anti- 
menschenserum gefillt. Das Pricipitat wog 1,4 mg, war rein wei8 und 
As-frei. 

§ 4. Versuche mit Azoalbuminen und Azoglobulinen. Durch Halb- 
sittigung von Pferde- und Rinderserum mit Ammonsulfat haben wir die 
Globuline ausgefiilit, im Filtrat durch Zusatz von 1°/, Essigsiiure die Albumine. 
Die Niederschlige wurden mit halbgesiittigter Ammonsulfatlésung gewaschen, 
die Albumine nach entsprechendem Zusatz von Essigsiiure, dann in Wasser 
unter Zusatz kleiner Mengen Soda bis zur neutralen Reaktion gelést und 
in kiuflichen ,,Fischblasen“ gegen flieBendes Wasser dialysiert. Sie wurden 
in der mehrfach beschriebenen Weise mit diazotiertem Atoxyl gekuppelt. 
Die Arsanilglobuline wurden durch Zusatz kleiner Mengen Essigsiure bzw. 
Alkohol nach Landsteiner?’) gefillt und in verdiinntem Alkali gelést. Die 
Arsanilalbumine wurden durch’ Siittigung mit NaCl und Ansiuern mit 
Essigsiure gefiallt, die Fillung in verdiinnter Soda gelést und dieser Vor- 
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gang wiederholt. Alle Arsanilproteine wurden durch Dialyse von dialy- 
sablem Farbstoff befreit, dann mit 0,9°/, NaCl versetzt. Zur Immunisierung 
wurden etwa 3°/,ige Liésungen der Azoproteine verwendet. Sie wurden 
durch Zusatz von 0,3°/) Phenol haltbar gemacht. Wihrend die mit Azo- 
globulinen immunisierten Tiere Immunsera lieferten, die diese Globuline 
fillten, gewannen wir bei Injektion der Azoalbumine nur sehr schwach 
pricipitierende Sera. 


§ 5. Hemmungsversuche. Nach Landsteiners Versuchsanordnung 
enthielt jeder Ansatz 0,5 cem der maximal flockenden Antigenverdiinnung, 
0,1 cem homologes Antiserum und 0,05 cem einer m/10-Haptenlésung. Das 
Antigen war Arsanilpferdeserum. 

Als Hemmungsstoffe verwandten wir 1. Atoxyl = p-Amino-phenylarsin- 
saures Natrium, 2. Farbstofflésung aus diazotiertem Atoxyl und Resorcin, 
8. Farbstofflésung aus diazotiertem Atoxyl und Tyrosin, 4. Farbstofflésung 
aus diazotiertem Atoxyl und Histidin, 5. p-Acetylamino-phenylarsinsaures 
Natrium (Arsacetin), 6. neutrales Natriumarseniat, 7. methylarsinsaures 
Natrium (kiufliches Arsamon), 8. p-Diaminodiphenylarsinsaures Natrium 
(Hochst), 9. Na-Kakodylat, 10. Salvarsan, 11. neutrales arsenigsaures 
Nairium, 12. p-Oxyphenylarsinoxyd (Héchst), 13. p-Amino-phenylarsin- 
oxyd, 14. p-Acetyl-aminophenylstibinsaures Natrium (Stibenyl Heyden), 
15. 2-Methyl-4-dimethylamino-phenyl-phosphinigsaures Natrium (Tonophos« 
phan Hochst), 16. sekundires Natriumphosphat. 

Die Lésungen 2, 3 und 4 wurden durch Kuppeln von Diazobenzol- 
arsinsiure mit der berechneten Menge Resorcin, Tyrosin bzw. Histidin ge- 
wonnen. Die Lésungen 6 und 11 wurden durch Auflésen von Arsensiiure 
bzw. arseniger Siiure in einem kleinen UberschuB8 heiBer Lauge und Einleiten 
von CO, bis zur lackmusneutralen Reaktion gewonnen. Sie waren auf ihren 
As-Gehalt berechnet 1/, normal. Der Direktion der Héchster Farbenfabrik 
der I. G. Farbenindustrie A.-G. sei fiir Uberlassung der Priiparate 8 und 12 
bestens gedankt. Priiparat 13 wurde aus Arsanilsiiure nach Ehrlich und 
Bertheim [Ber. chem. Ges. 43, 925 (1910)] durch Reduktion mittels Phenyl- 
hydrazin dargestellt. 

Ablesung nach 15 Minuten. Vollkommene Hemmung bei 1, 2, 8, 
4 und 5, deutliche Hemmung bei 6, keine Hemmung bei 7—16. Bei diesen 
Priiparaten 7—16 war die Niederschlagsbildung ebenso stark wie in der 
ohne Hemmungsstoff angesetzten Kontrolle. Ablesung nach 24 Stunden 
ergab starke Hemmung bei 1, 2, 3, 4, 5, Spur Hemmung bei 6. 


§ 6. Hemmungsversuche mit fallenden Haptenmengen. Versuchs- 
ansatz wie in §5, niimlich 0,1 cem Antiserum, 0,05 cem Haptenlésung und 
0,5 eem Antigen. Als Haptene wurden Atoxyl und Arsenat verwendet. 


Tabelle ILL 


Spezifische Hemmung der Priicipitation von Arsanil—-Eiwei8. 




















Atoxyl Na- 
Hapten cama : Arsenat | Kontrolle 
m/10 | m/20 | m/40 | m/80|m/160| m/s 
Ablesung nach 5’ | — | — | — | sp. | sp. bh +++ 
" » UO] —- | — | pl] + lee | eet f +et 
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Bemerkung zu Tabelle III: Das Antigen enthielt in 1 cem 
1: 1000 verdiinnt 0,38 mg Arsanil-Eiweif mit 0,55 7 As, die hemmende 
m/40-Atoxyllésung in 0,05 cem 93,6 y As, d. i. auf 1 Antigen-As 170 Hapten 
As-Atome. 


§ 7. Versuche zur Darstellung eines Antigens mit 3 wertigem As. 
Arsanilsiure wurde nach Ehrlich und Bertheim (a. a. 0.) mit Phenyl- 
hydrazin zu p-Amino-phenyl-arsinoxyd reduziert. 2g des umkrystallisierten 
Arsinoxyds wurden in der iiblichen Weise diazotiert und mit 100 cem Pferde- 
serum unter Zusatz von 100 ccm n-Soda gekuppelt. Das entstehende dunkel- 
gelbbraune Azoprotein lie8 sich durch Ansiiuern mit Essigsdure nicht aus- 
fillen. Es fiel jedoch nach Zusatz von Ammonsulfat zu der sauren Lésung 
aus; der abfiltrierte Niederschlag wurde in kiuflichen ,,Fischblasen“ gegen 
flieBendes Wasser dialysiert, die konzentrierte wiB8rige Lésung mit Wasser 
auf das Doppelte des urspriinglichen Serumyolumens verdiinnt, mit 0,9°/, 
NaCl versetzt und Kaninchen injiziert. Die Liésung erwies sich als au8er- 
ordentlich giftig. Nach der dritten Injektion von 2 cem Antigen gingen 
die meisten Tiere ein. Das Serum eines iiberlebenden Tieres gab kein 
Pricipitat mit dem angewandten Antigen, ein geringes Priicipitat mit einem 
aus Atoxyl gewonnenen Arsanilprotein. Vermutlich war ein Teil des in- 
jizierten Antigens im Organismus unter Ubergang von As"! in As’ oxydiert 


worden. 


§8. Léslichkeit des Pracipitates. Das aus Arsanil-EiweiB und homo- 
logem Antiserum gewonnene Pricipitat war in 1°/,iger Kochsalzlésung sehr 
wenig ldslich, léste sich hingegen in destilliertem Wasser zu einer triiben, 
in verdiinnter NaOH .zu einer klaren Loésung. In solchen alkalischen 
Lésungen lie8 sich der Gehalt an Antigen annihernd durch Colorimetrie 
der Gelbrotfiirbung schiitzen. Genaue Analysen waren wegen der Licht- 
absorption der gelésten Proteine unméglich. Wihrend Landsteiner spezi- 
fische Léslichkeit seiner Pricipitate in Azofarbstoffen aus  diazotierter 
Arsanilsiiure fand, vermochte nachtriiglich zugesetztes Atoxyl unsere Priici- 
pitate nicht aufzulésen. Wir fiihrten fiir diesen Versuch die Priicipitation 
wie in § 5 durch, setzten jedoch die Haptenlésung (m/10-Atoxyl) erst 
16 Stunden nach Beginn des Versuches zu. 


§ 9. Kompensationsdialysen. Die Dialysiervorrichtung bestand aus 
Kollodiumhiilsen, die in Glaszylinder eingesetzt wurden; ihre Masse zeigt 
die Figur; die Hiilsen waren aus 4°/, itherisch-alkoholischem 
Kollodium bereitet. Innen wurden 5 ccm Immunserum ein- 
gefiillt, auBen 5 ccm Normalserum von Kaninchen. Dann 
wurden abgemessene Mengen Atoxyl in médglichst kleinem 
Volumen Kochsalzlésung gelést zugesetzt und die Hiilsen mit 
Kork verschlossen 48 Stunden im Eisschrank gehalten. Nach 
beendeter Dialyse wurde in je 4 ccm Fliissigkeit As bestimmt 
und der erhaltene Wert auf 5 ccm umgerechnet. Als Hapten 
wurde Atoxyl verwendet, da unsere Hiilsen den Azofarbstoff 
aus diazotiertem Atoxyl und Resorcin aur sehr langsam durch- 
treten lieBen, wihrend Atoxyl in wenigen Stunden vollkommen 
ed dialysierte. 
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Tabelle IV. 

Kompensationsdialyse von 5 ccm Immunserum gegen 5 cem Normalserum 
bei Zusatz verschiedener Mengen Atoxyl. Die Zahlen der Tabelle sind y As; 
ly As = 3,2y Atoxyl. 




















Versuch | > ce™ AuBenfliissigkeit | 5 cem Innenfliissigkeit Diffesene 
Nr. vor Dialyse nach Dialyse}] vor Dialyse/nach Dialyse]jnnen-auBen 
zugesetzt gefunden zugesetzt | gefunden 
la 5 6 6b 9 + 8 
1b 10 7 10 13 + 6 
le 15 9 5 11 + 2 
2a 30 25 30. 29 ed 
2b 30 31 45 | 35 + 4 
3 28 112 275 124 +12 











Bemerkungen zu Tabelle IV. Die letzte Kolonne der Tabelle zeigt 
stets positive Werte; das Immunserum bindet also stets mehr Atoxyl als 
Normalserum. Statt eines konstanten Uberschusses findet man jedoch sehr 
schwankende Werte. Sie gehen zum Teil auf folgende, bei unserer Methode 
unvermeidliche Fehler zuriick: 

1. Der analytische Fehler betriigt bei unserer As-Bestimmungsmethode 
etwa +5°/,, bei Werten unter 20 y As jedoch betriichtlich mehr, etwa +1 y7 As 
(vgl. die Angaben unserer friiheren Mitteilung. *)] 

2. Die Kollodiummembranen muBten feucht verwendet werden; sie 
enthielten etwa 0,6—0,8 g Wasser; dadurch wurden unsere Sera verdiinnt; 
ein entsprechender Teil des Atoxyl findet sich am Ende des Versuches in 
diesem Wasser der Membran und entgeht der Bestimmung. 

8. Durch Verwendung von Normalserum als AuBenfliissigkeit lieBen 
sich grobe osmotische Wasserverschiebungen vermeiden. Je nach dem 
EiweiBgehalt der Sera traten jedoch geringe Verschiebungen bis zu etwa 


0,7 ecm Wasser auf. 
4, Es kénnen Verluste an Atoxyl durch Adsorption an die Kollodium- 


membran auftreten. 

Fiir den qualitativen Ausfall der Versuche fiir die Frage, ob Atoxyl 
vom Immunserum gebunden wird, sind die erwihnten Fehler ohne Be- 
deutung, da sie beide Seiten der Membran betreffen und ohne Einflu8 auf 
das Gleichgewicht innen-auB8en sind. 

Zum quantitativen Vergleich der Bindung von Antigen und von 
Hapten wurde das Immunserum der Versuche 1a,b,c der Tab. IV mit Antigen 
ausgewertet. Wir versetzten 0,1 ccm Serum mit 1 cem Antigenlésung und 
erhielten maximale Flockung bei den Verdiinnungen 1: 2500 und 1: 6000 
(vgl. Tab. V); die 1: 6000 verdiinnte Antigenlésung enthielt in 1 ecm 0,091 y 
As; rechnet man von 0,1 ccm auf 5,0 cem Immunserum um, so ergibt sich 
der As-Gehalt der eben maximal flockenden Antigendosis zu 4,6 y As. 


Tabelle V. 
Pricipitation von 1 ccm Arsanil-Eiwei8 mit 0,1 cem Immunserum. 
TiveiB} 1:100 250 600 1000 2500 6000 10000 25000 60000 100000 Kontrolle 
a «~ « = + Cee eH OF + + = 
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Zusammenfassung. 


1. Das Priacipitat aus Arsanil—AzoeiweiB und homologem Anti- 
serum enthalt um so mehr Antigen, je gréBer dessen Konzentration 
im Ansatz war. Die Méglichkeit unspezifischer Adsorption des 
Antigens wird durch Kontrollversuche ausgeschaltet. 

2. Die spezifisch hemmende Wirkung der Arsanilsiiure auf 
diese Pricipitation geht verloren, wenn das As’-Atom der Arsanil- 
siure in Sb’ oder As™ umgewandelt wird, ferner bei Umwand- 
lung der primaren Arsinsiiure in die analog gebaute sekundiire 
Saure. 

3. Die Bindung der Arsanilsiure an Antiserum, die nach 
Landsteiner als Ursache der Hemmung anzusehen ist, wird 
durch Kompensationsdialyse direkt nachgewiesen. Ahnliche Ver- 
suche von Marrack und Smith’) werden dadurch bestitigt. 
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Weitere Untersuchungen iiber die Herkunft des Kreatins. 
VIL. Mitteilung. 
Von 
Karl Thomas, Ade T. Milhorat*) und Fritz Techner. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. November 1932.) 


In der Absicht, den vermuteten Zusammenhang zwischen 
Arginin und Kreatinin sicher zu stellen, haben Thomas und 
Mitarbeiter!") eine Reihe von Stoffen, die als Zwischenstufen in 
Betracht kommen oder solchen nahestehen, Kaninchen einverleibt; 
die Versuchstiere schieden durchschnittlich jedoch nicht mehr 
Kreatinin im Tagesharn aus als in den vorhergehenden und nach- 
folgenden Vergleichstagen. Gepriift wurden damals d-Methylarginin, 
y-Methylguanidobuttersiiure, s-Guanidocapronsiiure und ¢-Methyl- 
cuanidocapronsiure. Thomas legte den Tierversuchen die An- 
schauungen zugrunde, daB im Stoffwechsel entstehendes Kreatin 
als Kreatinin im Harn erscheint und da diese Umwandlung 
zwangsliufig und in einem hohen Prozentsatz vor sich geht. In 
den folgenden Jahren schien es, als ob A. Hahn”) diese Grund- 
lage fiir die erwihnte Anschauung stiitzen kénne; er zeigte, dab 
die Anhydrisierung des Kreatins im lebenden Gewebe ein physi- 
kalisch-chemischer Vorgang, und zwar eine Funktion der Wasser- 
stoffionen-Konzentration ist. Ihr Umfang wire allerdings gering; 
nur 1,3—1,5°/, der jeweilig vorhandenen Kreatinmenge sollten 
in Kreatinin verwandelt und dann zwangsliufig im Harn aus- 
geschieden werden. 

Demgegeniiber wurden im deutschen Schrifttum die SchluB- 
folgerungen immer mehr bekannt und anerkannt, die O. Folin™) 
schon 1904 aus seinen Fiitterungsversuchen mit Kreatin gezogen 
hatte. Er betont, da8 Kreatin und Kreatinin in _ biologischer 
Hinsicht etwas voéllig Verschiedenes bedeuten und sich dem- 
entsprechend im Tierkérper auch durchaus verschieden verhalten. 





*) Fellow in Medicine, National Research Council. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physio). Chemie. CCXIV. 9 
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Kreatinin ist Schlacke und wird, wenn einmal entstanden oder 
von aufen zugefiihrt, rasch und vollstiindig wieder ausgeschieden. 
Kreatin dagegen verhalt sich durchaus wie ein regelmiBig im 
Stofiwechsel entstehender Zwischenstoff. Von auben zugefiihrt 
wird es teils im Muskel gespeichert, teils verbrannt und in Harn- 
stoff umgewandelt. Ein Teil tritt offenbar auch fiir sonst endogen 
gebildetes Kreatin ein. 

Beim stoffwechselgesunden Tier oder Menschen wird auch 
nach wochenlanger Fiitterung von erheblichen Mengen Kreatin 
kein Kreatin ausgeschieden und die Kreatininausscheidung nur 
sehr wenig erhéht. Kreatin erscheint im Harn des erwachsenen 
Menschen normalerweise nur bei bestimmten Zustiinden oder bei 
iibermibig gesteigerter Zufubr in kleinen Mengen. In gréBeren 
Mengen und nach Zufuhr manchmal sogar quantitativ aber bei 
bestimmten Myopathien.®) 

Damit war die Annahme, die Thomas seinen Fiitterungs- 
versuchen zugrunde legte und die ihn im Kreatinin ein MaB fiir 
das im Zwischenstoffwechsel entstehende Kreatin sehen lieB, hin- 
fallig geworden. Dadurch konnte auch die Deutung, die er seinen 
Versuchen gegeben hatte, falsch geworden sein. Er hatte aus 
ihnen den SchluB gezogen, da’ Kreatin nicht aus freiem Arginin 
entsteht, sondern nur aus dem im Molekiilverband des Eiweif 
gebundenen, also nur aus dem Eiweifi des eigenen Gewebes und 
nicht aus dem der aufgenommenen Nahrung. Aus diesem ent- 
steht bei der Verdauung freies Arginin, und dieses wird auf andere 
Weise, wohl unter Mitwirkung von Arginase abgebaut. 

Es schien daher notwendig nachzusehen, was aus den ver- 
fiitterten Stoffen im Tierkérper geworden war. Sind sie un- 
veriindert im Harn wieder ausgeschieden worden, lassen sich 
Zwischenprodukte des Abbaues gewinnen oder in welchem Umfang 
sind sie verbrannt worden? Diesen Fragen ist der erste Teil 
dieser Untersuchung gewidmet. Dabei wird angenommen, daB 
sie vollstiindig resorbiert worden sind. Die Berechtigung hierzu 
ergibt sich daraus, daB die am allerwenigsten lésliche nicht methy- 
lierte «-Guanidocapronsiiure nur in ganz geringen Mengen im 
Kaninchenkot enthalten war und vom Menschen selbst bei Ver- 
fiitterung groBer Mengen vollstindig resorbiert worden ist. 

Aus der Zusammenstellung ergibt sich, daB bei subkutaner 
Zufuhr ein erheblicher Teil unverindert den K6rper wieder ver- 
lassen hat. Nur aus den Fiitterungsversuchen kann man daher 
etwas tiber die Zersetzbarkeit der Stoffe erkennen. Denn wie 
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Tabelle 1. 


Versuche am Kaninchen. 








Davon |Umsatz}| Entsprechend 


zuriick- |. . 
Zugefiihrter Stoff ——— 


| 


a9 
in /, | in g | g/Tier | mg/kg 


























e-Guanidocapronsiure, gefiittert*) . . 15 1,7 1,29 --- 
Me i 22 2,14 | 1,62 | 953—810 
s-Methylguanidocapronsiure, subcutan 80 0,18 —- -— 
“ gefiittert | 15 2.55 | 1,79 702 
y-Methylguanidobuttersiiure, subcutan 74 0,47 0,39 ~~ 
" gefiittert | 35 2.35 | 1,94 7146 
é-Methylarginindichlorid, gefiittert . . 0 5,2 2,6 1182 


aus Spalte 2 zu entnehmen ist, haben wir von den drei ersten 
Siuren mehr gefiittert als das Tier hat verarbeiten kinnen. Die 
tatsiichlich umgesetzte Menge liegt also wohl der Héchstmenge 
nahe. Daraus ergibt sich, daB diese Guanidosiiuren garnicht so 
schwer angreifbar sind, wie wir bisher gedacht hatten. Dabei 
lassen sie untereinander keinen deutlichen Unterschied erkennen. 
Ks werden Mengen umgesetzt, die der Kreatintoleranz des Kanin- 
chens nahekommen. 


Wir verstehen hierunter diejenige Menge Kreatin, die gefiittert 
werden kann, ohne da8 auch nur ein Teil davon im Harn wieder ausgeschieden 
wird. Beumer') hilt es fiir richtiger bei der Bestimmung der Toleranz 
das Kreatin unter die Haut zu spritzen. Er will damit Zersetzungsvorgiinge 
im Darm [Twort und Mellanby'’)] ausschalten, die den Toleranzwert in 
uniibersichtlicher Weise erhéhen wiirden. Wir kénnen uns dieser Uber- 
legung nicht unbedingt anschlieBen. Die ToleranzgréBe hingt auch und 
wahrscheinlich in sehr viel stirkerem Grade von der Resorptionsgeschwindig- 
keit ab [vgl. Pekelharing und van Hoogenhuyze")]. Kreatin, das 
unter Umgehung des Magendarmkanals beigebracht wird, wird zweifellos 
sehr viel schneller resorbiert als gefiittertes. Selbst die obigen Guanido- 
siuren zeigen dies noch trotz ihrer Schwerléslichkeit. Leider wurde die 
Toleranz bei unseren Versuchstieren nicht bestimmt. Uber sie liegen fiir 
Kaninchen Zahlen nur bei subcutaner Zufuhr vor.* 4) Beim Menschen tritt 
schon Kreatinurie auf, wenn mehr als 1—2 g Kreatin verfiittert werden 
[Folin >)] Wir haben daher 2 andere Kaninchen ebenso wie jene alten 
Versuchstiere***) mit Kleie und Riiben gefiittert und ihnen Kreatin in wenig 
Wasser gelist mit der Pipette (auBerhalb des Kifigs!) in steigender Menge 
zweimal tiglich gegeben, bis Kreatin im Harn auftrat. Es war dies bei 
einem Tier von 500 mg/kg, beim anderen von 600 mg/kg an der Fall. Das 


*) Diese Z. 92, 167 (1914). **) Diese Z. 92, 171 (1914). 
***) Nur die Guanidocapronsiure wurde an hungernde Tiere verfiittert. 
9* 
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Kreatin ist aus dem vollen Magen heraus voraussichtlich vom Darm nicht 
schneller resorbiert worden als die Guanidosiiuren, so daB sich die Toleranz- 
gréBen miteinander vergleichen lassen. 

Demnach: werden die Guanidosiiuren leicht abgebaut. Das 
gilt ganz besonders vom 0-Methylarginin. Wir haben bei der 
Aufstellung nur den Versuch mit Fiitterung aufgefiihrt und dabei 
angenommen, daB die kleinen Mengen der Racemverbindung als 
Folge der Einspritzung im Harn erschienen sind. 

Weitere Abkémmlinge der zugefiihrten Stofle wurden nicht 
aufgefunden. Man kann also iiber die Art des Abbaues der 
Guanidingruppe nichts bestimmtes aussagen. Die Seitenkette wird 
voraussichtlich stufenweise verkiirzt. Kreatin scheint dabei aber 
nicht gebildet zu werden, da die umgesetzten Mengen die Kreatin- 
toleranz der Tiere wahrscheinlich iibersteigen. Immerhin ist die 
SchluBfolgerung von Thomas, daf kein Kreatin entstanden 
ist, weil kein Plus an Kreatinin zur Beobachtung kam, jetzt nicht 
mehr zwingend. 

Um diese Frage einer weiteren Kliirung zuzufiihren, unter- 
suchten wir daher, wie sich die drei verhiltnismiéBig leicht zu- 
giinglichen Guanidosiiuren verhalten, wenn sie an solche Menschen 
gefiittert werden, die eine erhebliche Kreatinurie aufweisen und 
deren Kreatintoleranz uns bekannt war. Patient V. litt an amyo- 
trophischer Lateralsklerose, Patient Ko. an Dystrophia musculorum 
progressiva. 


Tabelle 2. 









































ge <J/8 a mee 
' BSE] 3 2 wo]. 8 as “4 
Zugefiihrt — Patient oe a o & elgee 35 i 
s‘e=~ 2.198 5. Mw 2 - 
me wlm mm OO pee 
e-Guanidocapronsiure K. 25 3,9 2,91 0,85 8,5 
a K.| 42 5,2 | 38,94 | 0,79 4,6 
b v.] 19 3,2 | 2,4 1,4 1,7 
6-Methylguanidocapronsiure V. 29 2,1 1,47 1 
Mi V.| 55 1,8 | 1,26 <1 
y-Methylguanidobuttersiiure V. 60*) 2,4 1,98 >1 


Spalte 4 und 6 der Aufstellung zeigen, daB bei Patient V. die 
einzelnen Siiuren im Vergleich miteinander ungefihr in gleichem 
Umfang abgebaut wurden und etwa ebensogut wie Kreatin. Pa- 


*) Ohne Einrechnung der durch die Aufarbeitung bedingten Verluste. 
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tient K. hat aber die nichtmethylierte Guanidocapronsiiure wesent- 
lich besser als V. umsetzen kinnen. Er hat auch davon wesent- 
lich mehr umsetzen kénnen als Kreatin. Dieser Umstand ver- 
dient besonders hervorgehoben zu werden. Demnach kann Kreatin 
beim Hauptweg des Abbaus als Zwischenstufe nicht aufgetreten 
und die Guanidingruppe muB friihzeitig aufgespalten worden sein. 

Brand, Harris, Sandberg und Ringer®**4) haben die 
Ausscheidung von Kreatin beim Muskeldystrophiker durch Zufuhr 
von Glykokoll erhéht. Andere EiweiBbausteine wie Histidin, Alanin, 
Cystin, vor allem aber auch Arginin und Glutaminsiiure hatten 
keine Wirkung. Wir haben ihren Befund mit Glykokoll und 
Glutaminsiiure nachgepriift und kénnen ihn bestiitigen. Ihre 
austiihrliche Mitteilung ist noch nicht im Druck erschienen. Soweit 
die kurzen Ausziige ihrer Vortriige ihre Meinung klar erkennen 
lassen, sehen sie in ihrem Befund eine synthetische Bildung von 
Kreatin bzw. Kreatinphosphorsiiure aus Glykokoll, also eine Neu- 
bildung der Guanidingruppe zum Ausdruck kommen. Sie stiitzen 
ihre Auffassung durch die M. Bergmann in vitro gelungene Syn- 
these und durch weitere Versuche in vivo. Sie finden ohne Glyko- 
kollzufuhr beim Dystrophiker die Kreatinurie vermindert, wenn 
sie grobe Mengen Benzoesiiure geben und damit also im Stoff- 
wechsel vorhandenes Glykokoll abtangen und somit der Kreatin- 
synthese im Muskel entziehen. Wir glauben aber nicht, daB die 
Kreatinsynthese so einfach zu deuten ist. Der eine von uns 
(Milhorat) wird tiber unsere Glykokollversuche gleichzeitig im 
Dtsch. Archiv f. klin. Medizin?) berichten. Indes auch wir glauben 
an eine Neubildung des Kreatin und nicht mehr an die unmittelbare 
Herkunft aus Arginin. Aber wir stellen uns vor, daf das zu- 
gefiihrte Glykokoll nur anfangs und nur zum Teil in Kreatin 
iibergeht. Nachher reparieren sich mit Hilfe des zugefiihrten 
Glykokolls die Muskelfasern. Weil es jetzt nicht mehr als Mini- 
mumfaktor vorhanden ist, kann das Nahrungseiweif dazu aus- 
genutzt werden. Mittelbar wird also solch eine wiederhergestellte 
Muskelfaser wieder mehr Kreatinin und die dystrophische beim 
Umsatz mehr Kreatin anfallen lassen. Wir schlieBen dies aus 
dem klinischen Verhalten der Patienten und der histologischen 
Untersuchung von Muskelstiickchen, die wir ihnen nach langerer 
Glykokollbehandlung entnommen haben. Das Auftreten von Extra- 
kreatin im Harn ist also nur mit grofer Vorsicht fiir eine inter- 
mediire Bildung von Glykokoll zu werten. Trotz dieser EKin- 
schrinkung darf man aber nach dem Ausbleiben der Extra- 
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kreatinurie nach Zufuhbr grofer Mengen Glutaminsiure wohl 
schlieBen, daB diese, wenn sie frei vorliegt, nicht iiber Amino- 
malonsiure zu Glykokoll abgebaut worden ist. Auf diese Még- 
lichkeit hat Knoop®) zuerst bei der in der Aminogruppe fixierten 
Glutaminsiure hingewiesen. Daher méchten wir die Frage offen 
lassen, ob die peptidgebundene Glutaminsiure nicht dennoch nach 
dem Knoopschen Reaktionsschema abgebaut werden kann und 
der Muskel sich also selbst auf diese Weise aus dem eigenen 
KiweiB diejenigen begrenzten Mengen Glykokoll bildet — und 
nur diese —, die er braucht. Die Méglichkeit wird nicht dadurch 
ausgeschlossen, daB bisher alle Versuche, die Bildung von Glyko- 
koll aus anderen Aminosiuren aufzuzeigen, nicht zum Ziel ge- 
fiihrt haben.!* 1%) 

Ahnliches gilt fiir das freie Arginin. Es gibt kein Extra- 
kreatin bei den Myopathien und also wahrscheinlich im Zwischen- 
stoffwechsel des Muskels kein Glykokoll. Wie sich Ornithin ver- 
hilt ist leider noch nicht gepriift. Kin weiteres Zwischenprodukt 
dieser Reaktionskette, die y-Aminobuttersiure, gibt Extra- 
kreatin (vgl. Tab. 6, S. 136 im Versuchsteil). Die Steigerung durch 
16 g¢ Aminosiiure betrigt etwa 300 ing, sie ist also nicht ganz 
so groB wie sie bei der Zufuhr der entsprechenden Menge von 
11,7 g Glykokoll zu anderer Zeit bei dem gleichen Patienten ge- 
wesen ist. Die Steigerung der Kreatinausscheidung hielt nach 
dem Versuch noch an, ganz wie es Glykokoll tut. Wir glauben 
daher, daB die y-Aminobuttersiiure in gleicher Weise wie Glyko- 
koll den Stoffwechsel des Muskels umstellt und also ebenso wie 
dieses fiir eine Therapie in Frage kommen kinnte. Die Versuche 
mit y-Aminobuttersiure sollen fortgesetzt werden. 

Nach Krebs") wird die Guanidingruppe in der Leber in 
zwei Stufen aufgebaut. Aus Ornithin entsteht Citrullin und daraus 
dann erst Arginin, d. h. aus der Aminosiure wird zuerst ein 
substituierter Harnstoff und dann erst das Guanidin. Wenn der 
Aufbau zur Guanidingruppe im Muskel ebenso vor sich geht, so 
wiirde aus Glykokoll zuerst Hydantoinsiure und dann Guanido- 
essigsiiure und Kreatin entstehen. Methyliert wird offenbar erst 
zuletzt. Denn Sarkosin fanden Brand und Mitarbeiter*) nicht 
so wirksam wie Glykokoll, und Guanidoessigsiiure konnte in 
hohem AusmaB zu Kreatin methyliert werden. Das Verhalten 
von Hydantoinsiure und Methylhydantoinsiure und ihren An- 
hydriden haben H. B. Lewis’) sowie Gaebler und Keltch®) 
studiert. Sie verfiitterten und spritzten die genannten Stoffe 
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an stoffwechselgesunde Hunde. Es besteht ein Gleichgewicht 
zwischen den offenen Siuren und ihren Anhydriden. Hydantoin 
und die offenen Siuren werden wenig angegriffen. In verhiltnis- 
miBig gréBerem Umfang wird nur Methylhydantoin iiber Methyl- 
parabansiure zu Oxalsiiure abgebaut. Nach diesen Untersuchungen 
war es also nicht wahrscheinlich, daB Hydantoinsiure beim 
Dystrophiker Kreatin gibt. Der Versuch bestiitigte die Erwartung. 
Hydantoinsiiure wird auch von ihm nicht abgebaut. Hydantoin 
konnte aus dem Harn als Benzalverbindung in erwarteter Menge 
isoliert werden. Hydantoinsiiure ist also keine Zwischenstufe bei 
der Synthese von Kreatin aus Glykokoll. 


Versuchsteil. 


1. Verhalten der Guanidosduren. Aufarbeitung der Versuchs- 
harne im allgemeinen. Die Aufarbeitung der Harne von jenen Tieren, 
denen wir é-Methylguanidocapronsiiure und y-buttersiure gespritzt und ge- 
fiittert haben, gestaltete sich insofern schwierig, weil die Siiuren nicht so 
wenig léslich in Wasser und Alkohol sind wie ihre nicht methylierten Ver- 
wandten und weil die meisten Reagentien, die sie fillen, auch Kreatinin 
mitfillen, das abzutrennen nachher nur unvollstindig gelingt. Reineckesiure, 
Imidazoldicarbonsiure, Phosphorwolframsiiure mit nachfolgender Zersetzung 
durch Baryt oder konzentrierter Salzsiiure haben wir vergeblich verwendet. 
In Modellversuchen lieBen sich e-Methylguanidocapronsiure und Kreatin 
gut durch Kaliumpikrat trennen; dieses gibt die bekannte sehr schwer lds- 
liche Doppelverbindung, wihrend die Guanidosiiure gelést bleibt und erst 
beim Ansiiuern oder Zusatz von Pikrinsiure ausfallt. Dem Harn in kleinen 
Mengen zugesetzte Methylguanidocapronsiiure konnte aber auch bei Vor- 
reinigung durch Phosphorwolframsiure auf diese Weise nicht wieder- 


gewonnen werden. 

SchlieBlich zeigte sich die Pikrolonsiure geeignet. Sie gibt 
zwar mit Kreatinin auch eine schwer lésliche Verbindung, aber 
nicht in n-essigsaurer Lésung und bei Gegenwart von Harnstoft. 
Im Harn wird Kreatinin also nicht gefillt (Kutscher und Loh- 
mann"), auch unter diesen Bedingungen fallen aber die offenen 
Guanidosiuren vollstiindig. Daher konnte man eine vorhergehende 
Phosphorwolframsiurefallung umgehen, mufte aber die anorga- 
nischen Bestandteile des Harnes in der iiblichen Weise mit Alko- 
hol vorher méglichst vollstindig entfernen. Aus den Rohpikrolo- 
naten wurden analysenreine Salze dargestellt und sie so gekenn- 
zeichnet. Von 100 mg é-Methylguanidocapronsiure, dem Kaninchen- 
harn einer Vorperiode zugesetzt, konnten auf diese Weise 68°/, 
analysenrein zuriickgewonnen werden, vgl. F. Techner.'**) Das 
Verfahren bewihrte sich auch an kreatinhaltigen Patientenharnen. 
In einem Kontrollversuch wurde schon bei der schwach kongo- 
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sauren Reaktion, bei der der Harn zur Entfernung der Salze ein- 
gedampft wird, 68,5°/, des vorhandenen Kreatins in Kreatinin 
umgewandelt. 

é-Methylguanidocapronsiure-pikrolonat aus den Komponenten 
in Wasser und Alkohol. Drusen aus rhombischen Plittchen frei 
von Krystallwasser. Schmelzp. 249—251 °. 


Fiir C,H,,0,N,°C,,H,O;N, Ber. H 47,86, 5,58 N 21,72 
Gef. ,, 47,80, 5,51  ,, 21,72.%) 
Léslichkeit in Wasser 0° 0,0057 g, 19° 0,087 g, 100° 0,398 g; in 
n/1-Essigsiiure 20° 0,006 g; in Sprit**) 0° 0,056 g, 81° 1,148 g. 


y-Methylguanidobuttersiiure-pikrolonat. Aus Wasser und 
Alkohol rhombische Prismen z. T. nadelartig ausgezogen und in 


Biischeln zusammenliegend. Schmelzp. 252—255° Depression mit 
dem vorigen Pikrolonat. Molare Verbindung aus den Kompo- 
nenten 1:1, ohne Krystallwasser. 


4,560 mg Subst.: 7,615 mg CO,, 2,070 mg H,O. — 5,496 mg Subst.: 
1,109 cem N, (21°, 748 mm). 
Fiir C,,H,,0,N, (423,83) Ber. C 45,37 H5,00 WN 23,14 
Gef. ,, 45,54 ,, 5,08 ,, 23,04.%) 


Léslichkeit in Wasser 0° 0,0027 g, 20° 0,0126 g, 100° 0,528 g; in Sprit 0° 
0,033 g, 81° 1,075 g. 

2. «-Methylguanido-capronséure. a) Am Kaninchen. Einzel- 
heiten betreffs Ausbeute bei der fraktionierten Krystallisation vgl. die eben 
angefiihrte Mitteilung von Techner. 


«) Nach subcutaner Einspritzung: Zur endgiiltigen Untersuchung 
kam der Harn zweier Kaninchen, denen insgesamt 7,4 g Siiure eingespritzt 
war. Aus dem Harne wurden dargestellt: 4,20 g reines Pikrolonat, das ent- 
spricht auf die Gesamtmenge Harn umgerechnet 54,7°/,. Beriicksichtigt man, 
da8 im Vorversuch nur 68°/, der zugesetzten Menge haben zuriickgewonnen 
werden kénnen, so erhdht sich die berechnete Ausbeute an unverindert 
ausgeschiedener Siure auf 80°/,. Der gréBte Teil der eingespritzten Siure 
wird also im Stoffwechsel nicht angegriffen. Vom angegriffenen Rest konnten 
keine Zwischenglieder des Abbaues aufgefunden werden. Ureidosiiure und 
Aminosiure lagen nicht vor. 


6) Bei Fiitterung: Es waren 29,9 g an dieselben 2-Kaninchen ver- 
fiittert worden. Von den Harnen wurden jeweils die Hilfte aufgearbeitet 
und an analysenreinem Pikrolonat isoliert. 1,724 + 2,077 = 3,801 g. Auf 
die Gesamtmenge Harn umgerechnet also 7,60 g Pikrolonat = 3,152 g Guanido- 
siure = 10,5°/,. Wenn man in Riicksicht zieht, daB nur 68°/, der tatsiichlich 
vorhandenen Siiure im Vorversuch haben isoliert werden kénnen, so erhdéht 
sich die Ausscheidung auf 4,635 g = 15,5°/). 


*) Weitere Analysen ergaben die gleiche Zusammensetzung. 
**) 96°/, Athanol mit 2°/, Petroleumbenzin vergillt (d 0,80). 


in 
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Zur weiteren Kennzeichnung wurden die gesamten aus dem Harn 
gewonnenen reinen Pikrolonate in das saure Oxalat iibergefiihrt.’) Vgl. 
Diese Z. 104, 80 (1919). Es wurden 74°/, d. Th. an analysenreinem Salz, 
Schmelzp. 168°, gewonnen (C + 0,13°/,, H + 0,00°/, N + 0,08). 

Der von der Pikrolonsiiure befreite Harnrest wurde mit Phosphor- 
wolframsiure aufgeteilt. Im Ndg. waren 112 mg formoltitrierbarer N, d. h. 
die Aminosiiure fehlte, im Filtrat fand sich keine Ureidosiure. 

b) Am Menschen mit Kreatinurie. Pat. V, vgl. Tab. 3. Verfiittert 
5,98 g in 2 Tagen. 70°/, des Harns verarbeitet; mit Pikrolonsiure fraktio- 
niert gefillt; bis zur Analysenreinheit und Aschefreiheit umkrystallisiert. 
Erhalten a) 1,62 g, Schmelzp. 249—252° (+ 0,19 C, + 0,06 H, — 0,03 N); 
b) 0,89 g, Schmelzp. 249—252° (+ 0,15 C, — 0,10 H, — 0,06 N); Misch- 
schmelzpunkt ohne Depression. Berechnung: = 2,01 g Pikrolonat = 0,833 g 
Methylguanidocapronsiiure, umgerechnet auf die gesamte Harnmenge 1,191 g 
19,94°/,. Beriicksichtizgt man die Verluste bei der Aufarbeitung, so erhéht 
sich die wiedergefundene Menge auf 29°/,. Umgesetzt wurden im Tag also 
(5,98 x 71): (100 x 2) = 2,1 g entsprechend 1,47 g Kreatin; also ebensoviel wie 
vom Kreatin selbst. 

Wiederholung: verfiittert 4 +4+4+4= 16g. 70°/, des Harns auf- 
gearbeitet. Isoliert 10,155 g Pikrolonat Schmelzp. 249—251°, Mischschmelz- 
punkt ohne Depression. Analysenrein (+ 0,23 C, — 0,01 H, — 0,07 N), d.s. 
4,214 g Methylguanidocapronsiure. Umgerechnet auf gesamte Harnmenge 
6,02 g oder 8,85 g = 55°/,, wenn man die Verluste bei der Aufarbeitung ein- 
rechnet. Vergleichsberechnung: Umgesetzt im Tag (16 x 45): (4 100) = 1,8 ¢ 
entsprechend 1,26 g Kreatin, also etwas schlechter verarbeitet als dieses. 

3. y-Methylguanido-buttersaure. a) Am Kaninchen(Dr.Techner). 
Vgl. Diese Z. 104, 87 (1919). Die Tierversuche waren im Oktober 1916 aus- 
gefiihrt worden. Die Tagesharne jedes Tieres fiir sich innerhalb der ein- 
zelnen Versuchsreihen waren vereinigt, mit Bleiacetat und Schwefelsiiure ge- 
reinigt, dann eingeengt und der Harn je Reihe auf 1 Volumen von 1000cem und 
einen Schwefelsiuregehalt von ungefihr 5°/, gebracht worden. So konser- 
viert waren sie bis zur weiteren Untersuchung 15 Jahre aufbewahrt worden. 

«) Bei subcutaner Zufuhr: Verarbeitet wurden 475 cem. Nur aus 
dem Rohpikrolonat (3,40 g) Schmelzp. 242—247°, der ersten Fillung wird 
nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Alkohol ein analysenreines Salz 
erhalten (2,98 g), Schmelzp. 246—248°, C — 0,09°/,, H — 0,09°/,, N — 0,13°/,. 

Berechnung: 2,98 g Pikrolonat = 1,128 g Guanidosiiure = 2,38 g im 
Gesamtharn. Eingespritzt waren 3,2 g; zuriickgewonnen also 74,2°/,. 

6) Bei Fiitterung. Aufgearbeitet wurden 500 cem = 50°/, der zweiten 
Reihe (3. 7. [X) und 1650 ccm = 50°/, der dritten Zwischenreihe (9.—13. IX.). 
Die Harne wurden eingeengt, vom Salz méglichst befreit, der Riickstand 
in 6°/, Essigsiure aufgenommen und mit alkoholischer Pikrolonsiiure gefillt 
unter Kontrolle der Mutterlaugen mit Jaffes und Weber-Pitarellis*) 
Farbreaktionen. 

Harn der zweiten Reihe: Rohpikrolonate 1. 5,104 g, Schmelzp. 243 
bis 252% 2. 1,084 g, Schmelzp. 238—243° nach Einengen der Mutterlaugen. 
3. 0,068 g, Schmelzp. 240—248°% 4. 2,086 g, Schmelzp. 195—262°. 5. 2,556 g, 
Schmelzp. 190—268°. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol wurden aus 


*) J. of Biol. Chem. 78, 465 (1928); Rona’s Ber. 48, 336 (1928). 
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der ersten Fraktion 0,602 g, Schmelzp. 246—249° erhalten, deren Misch- 
schmelzpunkt keine Depression zeigte. (C + 0,09°/,, H + 0,06°/,, N — 0,26%,.) 
Aus der vierten und finften Fiillung konnte kein Buttersiure-pikrolonat 
gewonnen werden. 

Harn der dritten Reihe: Auch hier konnte nur in den Rohpikrolonaten 1 
und 2 das gewiinschte Pikrolonat aufgefunden werden, und zwar 1,20 g, 
Schmelzp. 246—250° (C + 0,17°/,, H + 0,08°/,, N — 0,36%,). 

Berechnung: 4,659 + 0,602 + 1,20 g = 6,66 g Pikrolonat = 2,504 ¢ 
Methylguanidobuttersiure. In der Gesamtmenge Harn also 5,008 g = 34,79, 
der verfiitterten 14,4 g. Die Verluste bei der Aufarbeitung sind nicht bekannt 
und kénnen daher nicht beriicksichtigt werden. 

Aminofraktion im Restharn innerhalb der physiologischen Schwankungs- 
breite, Ureidosiiure nicht aufgefunden. 

b) Am Menschen mit Kreatinurie (Dr. Milhorat). Pat. V. Ver- 
fiittert 6,0 + 6,0 = 12,0g. 70°/, des Harns aufgearbeitet. Erhalten a) 12,95 g, 
Schmelzp. 254° (Mischschmelzp. 254°) — 0,05 C, 0,00 H, — 0,08 N; b) 0,55 g, 
Schmelzp. 254° (Mischschmelzp. 254°) + 0,04 C, — 0,03 H, — 0,03, N = 13,50 ¢ 
Pikrolonat; auf Gesamtmenge Harn umgerechnet 19,3 g = 7,25 g Methyl- 
guanidobuttersiiure = 60,4°/,. 

Vergleichsberechnung: Umgesetzt im Tag bestenfalls (12,0x 40) 
:(2X 100) = 2,4 g entsprechend 1,98 g Kreatin, also bei Beriicksichtigung 
der Verluste bei der Aufarbeitung etwa ebensoviel wie im Belastungsversuch 
mit Kreatin. 


4, «-Guanidocapronsdure. Pikrat. Aus den Komponenten 
unter Zusatz von Salzsiiure, Nadeln aus Wasser. Krystallwasser- 
frei, Schmelzp. 152°. 

4,665 mg Subst.: 6,620 mg CO,, 1,930mg H,O. — 4,695 mg Subst.: 
0,856 cem N, (20°, 753 mm). 

Fiir C,H,,0,N,-C,H,O,N, Ber. © 38,79 H 4,51  N 20,89 

Gef. ., 38,70 ,, 4,63  ., 21,04. 

Léslichkeit in Wasser 2° 0,2 g, 100° 281 g. 


Pikrolonat aus Komponenten in Essigsiiure mit 79°/, Aus- 
beute. Aus Wasser umkrystallisiert, Schmelzp. 236°. 
4,612 mg Subst.: 7,900 mg CO,, 2,160 mg H,O. — 4,465 mg Subst.: 
0,867 cem N, (22°, 757 mm). 
Fiir C,H,,0,N,-C,,H.0;N, Ber. © 4666 H5,30 N 22,48 
Gef. ,, 46,71 ., 5,24 ,, 22,89. 


Der Harn wurde salzsauer eingeengt und mit schwach salz- 
siurehaltigem Alkohol erschépfend ausgezogen, der alkoholische 
Auszug verdunstet, der Riickstand in Wasser aufgenommen und 
mit Natronlauge gefillt. Umfillen fihrt stets zu aschehaltiger 
Guanidosiure. Daher Uberfiihrung der Rohfillung ins Pikrat zur 
Kennzeichnung. 

Fiitterungsversuche vgl. Tab. 3 und 4. 
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Pat. V, 55 kg. Amyotrophische Lateralsklerose. Bei der Belastung mit 
2,63 g Kreatin im Tag konnten 1,4 g = 54°/, verarbeitet werden. 

Von der Guanidocapronsiiure wurden 3 Tage lang je 4g = 12 g ge- 
fiittert. Der Harn war ohne Zusatz von Séure aufgehoben worden; die 
Guanidosiiure war teilweise ausgefallen. Etwa 175°/, des Harns wurden 
7 Monate spiiter aufgearbeitet. Der Schlamm wurde in Salzsiiure gelést und 
mit Alkohol und Natronlauge behandelt, wie oben angegeben. Erhalten 3,92 g 
Pikrat, Schmelzp. 151° (C — 0,29 + 0,09°/,, H + 0,08 + 0,05°/,, N— 0,19 °/,). 
Alkalische Mutterlaugen und Harnfliissigkeit mit Pikrolonsiure aufgearbeitet, 
aber nichts isoliert. 

Berechnung: 8,92 g Pikrat = 1,69 g freie Siure; in der Gesamtmenge 
Harn also etwa 2,26 g'= 19°/, der verfiitterten 12 g. Umsatz im Tag also 
8,2 g entsprechend 2,4 g Kreatin, d. h. 1,7 mal soviel wie von diesem. 

Pat. Ko. Tab. 4. Verfiittert 4,0 + 4,0+4,0+4,0+ 9,8 = 25,8 g. Harn 
war kongosauer mit Thymolchloroform aufbewahrt worden. 60°/, von ihm 
aufgearbeitet. Erste Rohfillung 8,2 g. Nach mehrmaligem Umfiillen 4,92 g 
mit 7,9°/, Asche. Daher ins Pikrat iibergefiihrt. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren 7,98 g, Schmelzp. 152° (C + 0,11°/,, H + 0,09°/,, N — 0,05 °/,). 
Aus Harnrest mit Pikrolonsiure nichts isoliert. 

Berechnung: 7,98 g Pikrat = 3,43 g Siure, d. s. 5,72 g = 22,2°/, in 
der gesamten Harnmenge oder 4,92 g aschehaltige Siure = 4,53 aschefreie 
Siure, d. s. 7,56 = 29,3°/,. Bei der Belastung mit 2,64 g Kreatin konnten 
nur 0,85 g im Tag verarbeitet werden. Von der Guanidocapronsiure 
(25,8 x 75)*) : (6 x 100) = 3,9 g, entsprechend 2,91 gKreatin, d.h. 3,5 mal so viel. 

Pat. Ko. Tab. 4. Bei N-armer Kost wurden nochmals 15 + 15 + 15 
= 45,0 g verfiittert. In Faeces nichts davon wieder gefunden (vgl. Diese Z. 92, 
166, Anm. 3). Harn sauer aufgehoben, 50°/, verarbeitet. LErhalten 14,7 g 
bei der letzten Umfallung durch Lauge, daraus 22,1 g Pikrat, Schmelzp. 152° 
(C — 0,15°/,, H + 0,01°/,, N — 0,06°/,). 

Berechnung: 22,1 g Pikrat = 9,51 g Siiure, d.s. in der Gesamtmenge Harn 
19,02 g = 42,3°/, wieder gefunden. Umsatz also 45—19 = 26g in 5 Tagen: 
5,2 g im Tag entsprechend 3,94 g Kreatin. Das sind mehr als oben. Daraus 
ist zu schlieBen, daB wohl die gré8tmégliche Toleranz fiir die Guanido- 
capronsiure bestimmt worden ist. Sie ist 4—5 mal so gro8 wie die fiir Kreatin. 
Denn nicht sehr viel spiter war bei demselben Patienten noch einmal, 
allerdings bei gewéhnlicher eiweibhaltiger Kost, die Kreatintoleranz zu 0,7 g 
bestimmt worden. 

5. d,l1,d-Methylarginin. Der ganze Versuchsharn [Injektions- u. Fiitte- 
rungsreihe; vgl. Diese Z. 124 75, 102 (1922)] war auf 1000 cem gebracht 
und kongosauer mit Thymolchloroform konserviert worden. Aufgearbeitet 
in 2 Teilen zu je 500 ccm. 

a) Mit Flaviansiiure. Methylargininflavianat stellt ein schwer 
lésliches, wohl definiertes Salz dar; es fillt bei Gegenwart 
von Mineralsiiure auch bei unzureichendem Zusatz von Flavian- 
siure stets das Diflavianat im Gegensatz zum Verhalten von Argi- 
nin, mit dem selbst bei iiberschiissiger Flaviansiiure nur das 


Monoflavianat erhalten wird. 
*) 100—1/, (22,2 + 29,3). 
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0,3940¢ d,l-d-Methylarginindichlorid (Schmelzp.215°, Analyse 
a. a. O., 5S. 96) in 5 com Wasser gelist, dazu 0,606 g Flavian- 
siure (1:1,3) in 5 com Wasser gibt sofort A: 0,606 g Ndg., die 
Mutterlauge bei weiterem Zusatz von 0,5 Flaviansiiure erneut B: 
0,512 g. A und B werden getrennt aus Wasser umkrystallisiert 
= A, und B,. Prismen und sargdeckelartige Formen, z. T. kreuz- 
weise angeordnet. Langsam erhitzt Schmelzp. 231° unter Zers. 
Ausbeute an reinem Salz A, + B, = 96,3°/, d. Th. Zur Analyse 
wurde iiber P,O, im Hochvakuum bei 100° getrocknet. Kein 
Krystallwasser. 
A,: 4,770 mg Subst.: 6960 mg CO,, 1,420 mg H,O. — 6,341 mg Subst.: 
0,737 com N, (20,5°, 752 mm). — 14,220 mg Subst.: 8,090 mg BaSQ,. 
B,: 4,276 mg Subst.: 6,190 mg CO,, 1,410 mg H,O. — 5,560 mg Subst.: 
0,646 cem N, (21°, 758 mm). — 10,490 mg Subst.: 5,840 mg BaSQ,. 
Fiir C;H,,0.N,-(C,,H,O,N25). Ber. C39,68 H3,46 N 13,72 S 7,85 
A, Gef. ,, 39,79 ,, 3,32 ,, 18,38 ,, 7,81. 
B, Ber. ,. 39,52 ,, 3,69, 13,42 —,, 7,65. 


Léslichkeit 100 g Wasser 2° 0,2582 g, 19° 0,3464 2g, 100° 
6,71902 g; 100 g n/2-Salzsiure, 1° 0,2375 g, 100 g Sprit (96°/, 
Athanol, 2°/, Petroleumbenzin) 17° 0,2584 g, 81° 1,9080 g. 


500 cem Harn werden mit 380g Flaviansiiure (ber. fiir die gréBtmég- 
liche Menge Methylarginin sind 25 g) gefillt. Harnfiltrat = C. Die Fillung 
wird aus kochendem Wasser umkrystallisiert. Die Krystallfraktionen geben 
die Weber-Pitarelliprobe nur schwach, wihrend sie in den beim Umkrystalli- 
sieren angefallenen Mutterlaugen = B stark auftritt, ebenso im Harnfiltrat C 
der ersten Fillung. Harn C, Mutterlaugen B und die Flavianate A werden 
daher jeder Teil fiir sich mit Baryt zersetzt. Die barytalkalischen Lésungen A,, 
B,, C, werden vom iiberschiissigen Baryt mit CO, befreit und eingeengt, 
(vgl. unten). Die Bariumflavianate werden vereinigt und mit Wasser aus- 
gekocht. Die Kochwasser geben keine Weberprobe, alles Methylarginin ist 
also in die barytalkalischen Lésungen iibergegangen. Die Hauptmenge 
findet sich in B,. 

A,: Aus der PWS-Fiillung wurde ein Pikrolonat (0,48 g) gewonnen, 
das nach Umkrystallisieren aus Alkohol (A,, = 0,30 g) die gleiche Zusammen- 
setzung zeigte wie nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Wasser (A,, 
= 0,156 g). Es liegt N- Methyl-f-(2)-aminopiperidon vor, das wohl erst 
nachtriiglich bei der Aufarbeitung der Flavianate mit Baryt entstanden ist. 

Ajo: 4,855 mg Subst.: 8,690 mg CO,, 2,160 mg H,O — 4,598 mg Subst.: 
0,859 cem N, (19°, 745mm). — 12,240mg Subst.: 13,850mg Acridinpikrolonat.*) 

Fiir C;H,,ON,-C,,H,O,N, 
Ber. C 48,96 H 5,14 N 21,43 Pikrolonsiure 67,35 

Gef. ,, 48,82 ,, 4,98  ,, 21,41 . 67,44 


*) Das Verfahren wird von Dr. Schiedewitz in dieser Zeitschrift 
214, 177 veréffentlicht. 
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_Das daraus bereitete Pikrat schmolz nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus Athanol bei 208° und zeigte mit dem Pikrat des Piperidons gemischt 
(Schmelzp. 205—207°, diese Z. 124, 91) keine Depression (206—207°). Krystall- 
form beider Priparate langgestreckte Rhomben. 


4,873 mg Subst.: 7,160 mg CO,, 1,850 mg H,O. — 4,412 mg Subst.: 
0,768 ccm N, (22°, 745 mm). 
Fiir C,H,,ON,-C,H,0,N, Ber. C 40,10 H 4,21 N 19,63 
Gef. ,, 40,06 , 4,25 ,, 19,68. 


B, wurde mit Silbersulfat und Baryt aufgeteilt in B,, bei py 6,0—7,6 
(lackmusneutral-bromthymolblau) und B,, bei weiterem Zusatz von Baryt, 
bis Filtrat keine Weberprobe mehr gibt. Aus B,, wurde die Salzsiurelésung 
der Basen bereitet, von der beim Reinigen mit Tierkohle etwa die Hialfte 
durch Unfall verloren ging. Nach Impfen erstarrte die bis zum Sirup ein- 
geengte Lésung sofort; 0,248 g Methylarginin-dichlorid; ihre Lésung 
in 4 ccm Wasser ist optisch inaktiv.*) Das Chlorid wurde mit AgNO, ins 
Methylarginindinitrat iibergefiihrt, Schmelzp. 153—154°, Mischschmelz- 
punkt 153—154°. Trotz mehrmaligem Umldésen nicht ganz frei von AgCl. 

4,433 mg Subst.: 4,320 mg CO,, 2,240 mg H,O, 0,040 mg Riickstand. — 
4,368 mg Subst.: 0,998 cem N, (19°, 755 mm). 

Fiir C,H,,0O.N,-2HNO, Ber. C 26,84 H 5,78 N 26,75 
aschefrei Gef. ,, 26,85 » 5,71 5, 26,80. 

Aus B,, auf die gleiche Weise bereitete Chloride bestehen zum gréBten 
Teil aus NaCl. 

Aus C, wurde tiber die PWS= und Silber—Barytfillung eine Lisung 
erhalten, die eine starke Weberprobe gab, nicht nach Sakaguchi und 
Jaffé reagierte, mit Flaviansiure nur eine dlige Fillung gab, und die 
daher mit Pikrolonsiure ausgefillt wurde. Erhalten wurden 0,03 g Pikrolonat, 
Schmelzp. 228—235° 

b) Die zweite Harnhiilfte (478 cem) wurde sogleich mit PWS gefillt. 
Die Fillung aus verdiinnter Schwefelsiure in der Siedehitze umkrystallisiert 
(wobei durch Unfall ein geringer Teil verloren ging) und die in iiblicher 
Weise bereitete Basenlésung mit Silber—Baryt aufgeteilt. Die Silberfillung, 
die von lackmusneutraler Reaktion an bis zur deutlichen Beimengung von 
Silberoxyd erhalten worden war, wurde mit Schwefelsiure, H,S, dann mit 
Baryt und CO, behandelt und nach Einengen mit alkoholischer Pikrolon- 
siure ausgefillt. 0,73 g, Schmelzp. 227—228°. Es liegt das bisher noch 
nicht beschriebene Monopikrolonat des Methylarginins vor, ver- 
unreinigt mit etwa 7°/, Pikrolonsiure.**) Von ihm wurden also 0,30 g in der 
halben Harnmenge, insgesamt daher 0,6 g, wieder gefunden. 





*) Ablesefehler 0,03°, daher [a], + 0,42°; bei Beriicksichtigung von d 
wiirde sich der Wert noch um 8—5°/, erhéhen. 

**) Die zahlreichen Analysen dieser ersten Fillung lassen wir der Raum- 
ersparnis halber fort. Wir konnten mit ihnen nicht sicher entscheiden, ob 
das Mono- oder Dipikrolonat vorlag. Erst als wir den Gehalt an Pikrolon- 
siure bestimmt und den Wassergehalt des lufttrockenen, die iiuBerst hygro- 
skopischen Eigenschaften des bei 100—130° getrockneten Salzes gefunden 
hatten, lie8 sich ein mit etwas Pikrolonsiure verunreinigtes Monopikrolonat 


erkennen. 
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Das einmal aus Wasser umkrystallisierte lufttrockene Monopikrolonat 
wird im Hochvakuum schon bei 100° und einem Gewichtsverlust von 5,79 °/, 
konstant; fiir 11/,H,O ber. 5,64°/,. 


4,585 mg Subst.: 7,180 mg CO,, 2,310 mg H,O. — 4,570 mg Subst.: 
0,952 com N, (22°, 744 mm). — 8,765 mg Subst.: 8,440 mg Acridinpikrolonat. 
Fiir C,H,,0,N,-C,,H,O,N + 1'/, H,O 
Ber. C 42,55 H 5,68 N 23,38 Pikrolonsiiure 55,1 
Gef. ., 42,70 , 5,64 ,, 28,59 : 57,4. 
Die trockenen Krystalle sind stark hygroskopisch, sie nehmen an der 
Luft schon wihrend des Wiegens den gréBten Teil ihres Krystallwassers 
wieder auf. Wird dies vermieden, so erhilt man die fiir das wasserfreie 
Salz verlangten Werte (45,14, 45,05 C; 5,41, 5,38 H; 24,94, 24,10 N; ber. 
45,07 C; 5,34 H; 24,77 N). 


6. Glutaminsaure. 





















































Tabelle 5. 
Patient Kurt V. 26 kg-progressive Muskeldystrophie. Kreatinfreie Kost. 
Tageswerte. 
: 2 "i ZA 14 Z —] ae 
a : 8 e.o i ae : Z, © a ‘ oe 
Datum g Es to o£ eof 8-5 to] S bo oto f~ § ws 2 — 
SaisSal—BSaleeal 2alealsesgailas tiglich 
oe eS os 1s” |e we lte verfiittert 
1931 So JM foe a ois < |zAs [> 
BOkt.—1. Nov. | 4,94 | 0,14 | 0,25 5 
2-4. Nov. | 5,85 | 0,15 | 1,03 g {| Kreatin je 1,73 g 
in 2 Tagen 
B58. 4,06 | 0,15 | 0,26 | 0,15 | 3,33 | 0,06 | 0,57 | 4 
Re Glutaminsiiure 
i-th, 5,33 | 0,17 | 0,25 | 0,15 | 4,57 | 0,08 | 0,60 | 3 (M.G. 133) 30 ¢ 
Glykokoll 
= ‘ 
1214, 6,83 | 0,15 | 0,37 | 0,19 | 5,67 | 0,11 | 0,97 | 3 (M.G. 15) 15 ¢ 
15.—25. 4,89 | 0,13 | 0,30 11 Glykokoll 10 g 


Aus der Tab. 5 ergibt sich, daB die groBe Menge von 30g Glutamin- 
siure, die mit Natronlauge neutralisiert genommen wurde, vollstindig 
desamidiert wird, da8 aber von den in ihr enthaltenen 3g N nur etwa 
die Hilfte im Harn ausgeschieden werden. In der unmittelbar nachfolgenden 
Glykokollreihe stieg die N-Ausscheidung entsprechend der Zufuhr an, in 
geringem Grade nur der formoltitrierbare N. Die dquivalente Glykokoll- 
menge wird also ebenso vollstindig wie die Glutaminsiure verarbeitet; 
dabei werden aber im Gegensatz zur Glutaminsiiure etwa 120 mg Kreatin 
mehr ausgeschieden. ' 





7 7-Aminobuttersaure, 


Sie wurde nach Gabriel [vgl. diese Z. 104, 82 (1919)] dargestellt und 
an Pat. Ko. (progressive Muskeldystrophie) verfiittert. Da beim ersten 
Versuch der Harn nicht vollstiindig gesammelt worden war, wurde wegen 
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der Kostspieligkeit der Siure im zweiten Versuch die Kost N-arm gehalte, 
und damit die Empfindlichkeit der Versuchsanordnung erhéht. 16 g Amino. 
buttersiiure haben die Kreatinausscheidung am 1. Tag um 270 mg erhdht, 
Die Extrakreatinurie bleibt nicht ganz so hoch. Bei Fiitterung der iqui. 
valenten Menge Glykokoll (11,7 g) wiire sie héher. Aber sie bleibt ebenso 
wie bei Glykokoll lange Zeit bestehen [Milhorat'%)]. 



































Tabelle 6. 

A gf |e “4 ym 
Datum ge Bee w] gf eo] S & -|~ # & 

sa (88a) ees|] 25 |NMNSE se 

® fe he D — = ‘- 
1931 | © ei 1s | Ag 
29. Okt. | 6,632 | 0,594 | 0,280 | 4,95 | 0,102 | 1,35 
30. ., | 6,369 | 0,570 | 0,279 | 4,42 | 0,106 | 1,67 
31. ,, | 5,844 | 0,550 | 0,311 | 3,93 | 0,110 | 1,59 
1. Nov. | 5,583 | 0,517 | 0,352 | 3,85 | 0,145 | 1,41 
2, ,, | 7,526 | 0,536 | 0,672 | 5,62 | 0,081 | 1,46 
3. 7,142 | 0,460 | 0,623 | 5,14 | 0,221 | 1,60 | | Aminobutter. 
4. ., | 8,718 | 0,683 | 0,529 | 6,36 | 0,226 | 1,93 |f siure 16 ¢ 
5. ., | 7,521 | 0,541 | 0,503 | 5,63 | 0,242 | 1,50 
6. ., | 7,382 | 0,580 | 0,541 | 5,62 | 0,267 | 1,34 
7 ,, | 6,448 | 0,586 | 0,568 | 457 | 0,148 | 1,45 

* . 

8. ,, | 7,075 | 0,534 | 0,534*) 5,20 | 0,211 | 1,48 5: ot ee 


8. Hydantoinsaure. 


Verfiittert an Pat. Ko. (progressive Muskeldystrophie) bei N-armer Kost. 
Wie Tab. 7 zeigt, trat keine Extrakreatinurie auf, der Stickstoff der ver- 
fiitterten Siure erschien ungefihr vollstiindig im Harn und vermebhrte hier 
nicht die Harnstofffraktion (Ureasemethode), sondern den nicht bestimmten 
N. Entsprechend lieB sich die Siure als Benzalhydantoin [Wheeler und 
Hoffmann")] aus dem Harn wieder herausarbeiten. 


70°/, von dem stark salzsauer gemachten Harn wurden auf Wasser- 
bad und im Exsiccator zur vollstiindigen Trockne gebracht. Der Riickstand 
wurde mit 20g frisch geschmolzenem Natriumacetat, 40 g Eisessig, 1 cem 
Essigsiureanhydrid und 15 g frisch destilliertem Benzaldehyd im Olbad am 
RiickfluB 3 Stunden gekocht. Fliissiger und fester Anteil wurden getrennt 


und jeder fiir sich mit Wasser und Petrolither ausgezogen. Der in beiden} 


Lésungsmitteln unldsliche Rest wurde vereinigt und aus Alkohol um- 
krystallisiert. In einem Vorversuch fiel aus einem so behandelten Harn 





ohne Zusatz von Hydantoinsiure nichts an, von 7g zugesetzter Hydantoin- 
siiure wurden an Benzalhydantoin roh 7,39 g, Schmelzp. 216° = 66,4°/, d. Th. 
nach einmaligem Umkrystallisieren 5,8 g, Schmelzp. 220° (N 14,74°/,, ber. 
14,75°/,) = 52,19°/, wieder gefunden. Im Hauptversuch lieBen sich von 


85 g Hydantoinsiure (70°/, der verfiitterten 50 g) an reinem Benzalhydantoin 
27,9 + 0,9 = 28,8 g, Schmelzp. 217° (gef. 14,42°/, N) = 51,7°/, d. Th. wieder 
gewinnen. 








halter 
Amino. 
arhGht, 
> Aqui- 
ebenso 


utter- 
16 g 
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Tabelle 7. 
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%, E | < | “A 7, A Hydantoin- 
. A= a .a i 7 
Datum gw | Rew] oe wo Sw] 5 wo]: 5 to vente 
S ¢ a I a S38 r=] D f= a fa 2 cS ¢ verfiittert 
@ om * o +x s Per a os = — m 5 ye eee = 
b Bh os . r 
i931 | © Bid [as 1s " 3 g | eg N 
18. Nov. | 17,52 0,47 0,47 | 5,58 | 0,16 | 1,59 
em « 6,64 0,45 0,51 | 4,83 | 0,13 | 1,45 
s « 5,65 0,42 0,40 | 4,07 | 0,29 | 1,28 | 
s 8,38 0,38 0,58 | 4,38 | 0,20 | 3,65 10 | 2,37 
a « 9,08 0,49 0,53 | 4,07 | 0,28 | 4,48 20 | 4,74 
a 9,45 0,39 0,77 | 4,838 | 0,41 | 4,14 20 | 4,74 
“% . 6,38 0,62 0,17 | 4,22 | 0,21 | 1,71 
sm » 6,37 0,49 0,37 | 3,88 | 0,31 | 1,92 
Zusammenfassung. 


1. Ks wurde die Toleranz von Kaninchen fiir «-Guanido- 
capronsiure, é-Methylguanidocapronsiiure, y-Methylguanidobutter- 
siure und 0-Methylarginin bei Fiitterung bestimmt, sie ist etwa 
ebenso groB wie die fiir Kreatin. 

2. Es wurde ebenso die Toleranz der 3 erstgenannten Siuren 
bei muskelkranken kreatinausscheidenden Menschen bestimmt. 
Von der Guanidocapronsiiure konnte der an progressiver Muskel- 
dystrophie leidende Patient 3—5mal so viel wie von Kreatin 
umsetzen, von den iibrigen Siiuren etwa ebensoviel. 

3. Glykokoll und y-Aminobuttersiiure steigern die Kreatinurie 
des Muskeldystrophikers, Glutaminsiiure und Hydantoinsiiure iindern 
sie nicht. 

4, Zur Riickgewinnung der methylerten Guanidosiiuren aus 
Harn dienten ihre bisher noch nicht beschriebenen Pikrolonate, 
bei der Riickgewinnung von 0o-Methylarginin wurde auch eine 
kleine Menge N-methyl-/(2)-aminopiperidon aufgefunden, das wolil 
erst auBerhalb des Kérpers entstanden ist. Neu beschrieben wird 
sein Pikrolonat und das Flavianat des Methylarginins. 





Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deut- 
schen Wissenschaft und der Rockefeller-Stiftung, fiir die 
auch an dieser Stelle gedankt sei. 
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Uber Emulsin. IX.) 


Von 


B. Helferich, H. Heyne und R. Gootz. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1932.) 


Kin sehr gewichtiger Kinwand gegen die Annahme, da’ im 
Mandel-emulsin ein und dasselbe Ferment die #-glucosidatische 
und die (-galaktosidatische Wirkung ausiibt, ist eine altere Mit- 
teilung von H. Kk. Armstrong und E, F. Armstrong.’) Sie be- 
richten kurz, daf eine 3 Stunden lang auf 45° erhitzte Lésung 
von Mandel-emulsin die Fihigkeit, Milchzucker, also ein §-Galak- 
tosid, zu hydrolysieren, vollstiindig verloren hat, wihrend die Fihig- 
keit, @-Glucoside zu spalten auch noch bei lingerem Erhitzen und 
selbst bei héherer Temperatur erhalten bleibt. 

In der vorliegenden Arbeit ist die Wiederholung dieses Ver- 
suchs mit quantitativen Mitteln wiedergegeben. Als Substrate sind 
Phenol-f,d-glucosid und Phenol-f,d-galaktosid in iquimolekularen 
Lésungen verwandt, als Emulsin ein aus Siiimandeln gewonnenes 
Praparat. (Nr. 1 der Arbeit VIIT.) 

Das Ergebnis laBt sich kurz zusammenfassen: Beim Erhitzen 
der nahezu neutralen Emulsinlésung auf 45"(3 Stunden, 20 Stunden, 
41 Stunden) geht die Schidigung der f-glucosidatischen und der 
f-galaktosidatischen Wirkung innerhalb der Versuchsfehler parallel. 
Das Verhiltnis der in der iiblichen Weise (vgl. die friiheren Arbei- 
ten) gemessenen Wertigkeiten (Spaltung Glucosid zu Spaltung 
Galaktosid) geht aus der folgenden Ubersicht hervor: 























Emulsinlésung 
Wertigkeit gegen 3 Stunden | 20 Stunden | 41 Stunden 
frisch DOE) Tee eee 
auf 45° erhitzt 
Phenol-f,d-glucosid . 0,35 0,29 0,16 0,086 
Phenol-f, d-galaktosid 0,042 0,032 0,020 0,0086 
Wertigkeitsverhiiltnis 8,3/1 9,0/1 8,0/1 10/1 





10* 
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Da es denkbar war, daB bei anderem p,, der Fermentlisung 
die Hitzeschidigung der Wirkung auf ,d-Glucoside und ?,d-Galak- 
toside doch verschieden verliiuft, so wurde eine weitere Versuchs- 
reihe durchgefihrt. Es wurden Fermentlésungen von p,, 5,0, 4,4 
und von 8,0 3 Stunden auf 45° erhitzt und dann nach Umpuffern 
auf 5,0 in ihrer Wirkung gegen Phenol-@,d-glucosid und -9,d- 
galaktosid verglichen: 


























Wertigkeit gegen |] qwortighoate 
Pu Fermentlésung |—— i oa 
Glucosid | Galaktosid verhiiltnis 
5,0 frisch 0,39 0,052 7,5/1 
5,0 erhitzt 0,36 0,048 7,5/1 
4,4 frisch *) 0,38 0,045 8,4/1 
4,4 erhitzt 0,24 0,033 7,8/1 
8,0 frisch*) 0,36 0,050 7,2/1 
8,0 erhitzt 0,095 0,014 6,8/1 








(Das Verhiltnis ist etwas anders als oben, weil die Konzen- 
tration der Glucosidlésung etwas niedriger war.) 

Nach 21 stiindigem Erhitzen der Lisung von p,, 5,0 war das Ver- 
hiltnis der Wertigkeiten 6,9/1; bei den beiden anderen, 21 Stunden 
lang erhitzten Lésungen war die Wertigkeit gegen beide Substrate 
so gering, daB ein quantitativer Vergleich nicht mehr durchgefihrt 
wurde. 

Das innerhalb der Versuchsfehler parallele Absinken der 
Wertigkeit gegen $,d-Glucosid und /#,d-Galaktosid macht auch 
weiterhin die Annahme einer besonderen /,d-Galaktosidase im 
Mandel-emulsin iiberfliissig. Die einfachste Annahme, ein Ferment 
spaltet beide Substrate, bleibt bestehen. 

















Emulsinlésung 
Wertigkeit gegen | 20Stunden | 40 Stunden 
frisch 
auf 45° erhitzt 
Phenol-«,d-mannosid . . 0,12 0,12 0,13 





*) In den Belegen sind fiir diese Werte die genauen Unterlagen nicht 
angefiihrt, da sie mit den Zahlen der ersten frischen Lésung nahezu iiber- 
einstimmen. 























Uber Emulsin. IX. 14] 


Dagegen gab die Anwendung der gleichen Methode auf die 
Frage, ob auch die Spaltung der a@-Mannoside!) durch Mandel- 
emulsin dem gleichen Ferment zuzuschreiben ist, ein unerwartetes 
Resultat: 

Im Gegensatz zur f-glucosidatischen Wirkung, die in Parallel- 
versuchen wieder eine starke Schidigung erlitt, bleibt die e-manno- 
sidatische Wirkung erhalten. Ja, Erhitzen auf 70°, das die -Gluco- 
sidase praktisch abtétete, war auf die @-Mannosidase nur von 
miBiger Schiidigung. Nach einem Versuch von Herrn Hill zer- 
stért erst Kochen der Fermentlésung auch dieses Ferment. 

Damit ist die Existenz einer gesonderten, unerwartet tempe- 
raturbestiindigen ¢,d-Mannosidase im Mandel-emulsin erwiesen. 
Die gegenteilige Annahme, die nach den Resultaten der Arbeit VII 
noch méglich war, ist nun nicht mehr méglich. Durch dies Resul- 
tat werden die theoretischen Folgerungen VIII erheblich beriihrt. 
Ks soll jedoch erst auf die nétigen Anderungen eingegangen werden, 
wenn mehr Material vorliegt. 


Die neu entdeckte Bestiindigkeit der «-Mannosidase hat viel- 
leicht fiir ihre weitere Reinigung besondere Bedeutung. Auch in 
dieser Richtung sind Versuche begonnen. 


Der Rockefeller-Foundation sind wir fiir Unterstiitzung 
dieser Arbeit zu besonderem Dank verpflichtet. 


Belege und Versuche. 


Fiir jeden Spaltversuch wurden 0,040 g Glykosid (berechnet 
auf wasserfreie Substanz) in 2,0 ccm Acetatpuffer (p, = 5,0) auf- 
gelést und 1,0 com Fermentlésung (aus 0,1 g festem Priiparat, 
Liésen in 100,0 com Wasser und Abzentrifugieren des ungelisten 
Anteils) zugegeben. Temperatur 30,0°. Abgestoppt wurde nach 
der Zeit ¢ durch Zugabe von festem Kaliumkarbonat. Die Spaltung 
wurde polarimetrisch verfolgt (2 dm-Rohr). 


Anfangsdrehungen: Phenol-f,d-glucosid — 1,98; Phenol-f,d- 
galaktosid — 1,08; Phenol-a,d-mannosid + 2,80. Die entsprechen- 
den Enddrehungen sind + 0,98, + 1,51, + 0,27°. 

Die ,,Wertigkeit“ wurde in der iiblichen Weise*) (¢ in Minuten) 
berechnet. Die durch Erhitzen geschidigten Fermentlisungen 
wurden nach dem Erhitzen durch Zentrifugieren geklirt und der 
Trockenriickstand gesondert bestimmt. 
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I. 0,012 g Ferment in 50,0 cem Bestimmungslésung. 
Zeit Drehung (2 dm-Rohr) Spaltung stilts 
ertigkei 
(Stunden) ,* Ferment "lo 
Glucosid 
l — 1,50 +0,01 16 0,35 
2 —1,12 - 0,02 30 0,36 
3 — 0,81 | — 0,02 40,0 0,34 
Galaktosid 
10 — 0,60 | 0,00 18,5 0,041 
22 — 0,10 | 0,00 38 0,043 
24 — 0,08 — 0,02 39 0,041 











II. 0,0108 g Ferment in 50,0 cem Bestimmungsgemisch, 
nach 8 stiindigem Erhitzen auf 45° 


Gluecosid 
1 
2 
3 


Galaktosid 
8 
16 
24 





— 1,63 
— 1,30 
— 1,06 


— 0,80 
— 0,56 
— 0,33 


— 0,02 
—0,01 
0,00 


0,00 
—0,01 
0,00 








0,30 
0,29 
0,28 


0,032 
0,031 
0,032 


III. 0,0105 g Ferment in 50,0 cem Bestimmungslésung, 
nach 20 stiindigem Erhitzen auf 45° 


Glucosid 
1 
2 
3 


Galaktosid 
8 
16 
24 





— 1,80 
— 1,55 
— 1,41 


— 0,88 
— 0,78 
— 0,65 


0,00 
0,00 
0,00 


0,00 
0,00 
0,00 








0,14 
0,18 
0,16 


0,023 
0,018 
0,018 


IV. 0,011 g Ferment in 50,0 ccm Bestimmungsgemisch, 
nach 41 stiindigem Erhitzen auf 45° 


Glucosid 
1 
2 
3 


Galaktosid 





— 1,90 
— 1,75 
— 1,62 


— 0,92 
— 0,76 
— 0,65 





— 0,0] 
0,00 
0,00 


0,00 
0,00 
0,00 








0,075 
0,089 
0,093 


0,0087 
0,0087 
0,0085 


— 





sit 
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VY. Spaltungen von Phenol-e, d-mannosid.’) 
0,0113 g Ferment in 50,0 ccm Bestimmungslésung, Frisch gelést. 
8-Glucosidasewert 1,7. 











Zeit Drehung (2 dm-Rohr) R Spaltung eda, 

| ertigkei 
(Stunden) —* | Ferment %o " 
3 +2,40 | 0,02 15 0,12 
6 4.2.08 0,01 28 0,12 
9 +187 | —001 36 0,11 





0,0113 g Ferment in 50,0 cem Bestimmungsgemisch, 





Erhitzen auf 45°. §-Glucosidasewert 0,9. 





nach 25 stiindigem 


3 + 2,38 -- 0,01 16 0,12 
6 + 2,07 — 0,02 28 0,12 
9 +1,81 —- 0,02 38 0,11 








0,0088 g Ferment in 50,0 cem Bestimmungsgemisch, nach 40 stiindigem 


Erhitzen auf 45°. 


6-Glucosidasewert 0,63. 


3 + 2,40 0,00 16 0,16 
6 + 2,13 0,00 26 0,11 
9 +1,86 0,00 37 0,11 








Zur Schidigung des Ferments bei bestimmtem p,, wurden je 
20,0 ccm einer Fermentlésung — 0,0551 g Trockenriickstand 
in 9,0 com — mit m/10 Puffer (fiir 5,0 und 4,4 Acetat, fiir 8,0 


Phosphat) auf 100,0 ccm aufgefiillt. 


Nach dem Erhitzen wurde 


durch Zusatz von Wasser (5,0), 9,1 com n/5-NaOH (4,4) bzw. 
19,30 com m/5-H,PO, (8,0) zu 25,0 com der geschiidigten Ferment- 
lésung umgepuffert und auf 50,0 ccm aufgefiillt: p,, dieser Lésungen 
(kolorimetrisch) 4,9—5,1. 

Die Wertigkeitsbestimmungen wurden dann in der oben an- 
gegebenen Weise durchgefiihrt. Als Fermentgehalt (g) wurde allen 
Berechnungen 0,0102 g in 50 ccm Bestimmungslésung zugrunde 
gelegt. Anfangsdrehung der Glucosidlésung — 1,91, der Galak- 
tosidlésung — 1,10; Enddrehungen wie oben. 


A. Frische Fermentlésung. 

















Zeit en | Rpaltany viiaiianse 
(Stunden) Substrat + | Ferment 07, sain one 
Ferment allein 
“Glucosid ee: ses | i : 
1,5 — 1,29 — 0,01 22 0,39 
3,0 ~ 0,75 — 0,01 40 0,40 
Galaktosid 
9,5 — 0,59 — 0,01 20 0,055 
26,5 + 0,02 0,01 43 0,050 

















144. B. Helferich, H. Heyne und R. Gootz, Uber Emulsin. 1X. 


B. Fermentlésung, p,;,; 5,0, 3 Stunden auf 45° erhitzt 








Zeit 
(Stunden) 


Gluecosid 
1.5 
3,0 
Galaktosid 
17,5 
25,0 


Drehung (2 dm-Robr) 








Substrat + Ferment 
Ferment allein 
— 1,32 0,02 
— 0,88 0,02 
— 0,35 — (0,02 
— 0,10 0,02 





Spaltung 
"lo 


21 
36 


30 
39 





Wertigkeit 


0,37 
0,35 


0,048 
0,047 


C. Fermentlésung, py 4,4, 3 Stunden auf 45° erhitzt 




















Gluecosid | 
1,5 - 1,50 +0,01 14 0,24 
3,0 —1,14 | +0,01 26 0,24 
Galaktosid | 
15,5 — 0,58 +0,01 20 0,034 
24,0 — 0,35 +0,01 28 0,032 
D. Fermentlésung, p;; 8,0, 3 Stunden auf 45° erhitzt 
Glucosid 
1,5 —1,73 4+-0,01 6 0,097 
3,0 -- 1,58 +0,01 1] 0,092 
Galaktosid 
15,0 — 0,87 +0,01 8 0,013 
24,0 — 0,76 4+.0,01 13 0,014 
Literatur. 


1. Arbeit VIII, vgl. Diese Z. 209, 269 (1952). 
2. Proc. roy. Soc. B. 80, 821 (1908). 
3. B. Helferich u. H. Appel, Diese Z. 205, 246 (1932). 














Uber die Konstitution des Bilirubins, 
Synthesen der Neo- und der Iso-neoxanthobilirubinsaure.’) 


Von 
Walter Siedel und Hans Fischer. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Dezember 1932.) 


Vor kurzem wurde iiber die Synthese eines Mesobilirubins 
folgender Formulierung berichtet. 





HG CH. HAC S i mG CH, 
HO. —cH— _}' cw, co on 
N NH NH N 

* PS — CH,-CH,-COOH. I 


Es war aus der synthetisch erhaltenen Xanthobilirubinsiiure 
folgender Konstitution durch Bromierung gewonnen. 








H,C C,H, H,C;—, CH, : CH, :COOH 
| 
u | , | | 
HOW VY -CH— : \ ORs 
N NH 


Die Resorcinschmelze dieses Mesobilirubins verlief ganz analog 
der des Mesobilirubins*), aber die entstandene Neoxanthobilirubin- 
siure®) schmolz um 13° hoéher als die von H. Fischer und 
Rt. Hess beschriebene analytische Neoxanthobilirubinsiure. Wir 
nahmen damals an, dafB diese Verschiedenheit, die sich auch auf 
die Léslichkeit in Methylalkohol erstreckte, zuriickzufiihren war 
auf eine Isomerisation im Sinne einer Keto-Enol-Desmotropie. 
Auch sonst ergaben sich Unstimmigkeiten, die ihre Aufklirung 
durch die direkte Synthese der Neoxanthobilirubinsiure folgender 
Konstitution finden konnten: 


1) X. Mitteilung iiber synthetische Versuche tiber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffs. [[X. Mittlg. vgl. H. Fischer, T. Joshioka und P. Hart- 
mann, Diese Z. 212, 146 (1932).] 

*) H. Fischer und Hess, Diese Z. 194, 195 (1930). 
*) H. Fischer und Adler, Diese Z. 200, 213 (1931). 
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H,C———C,H, oe 
JH 











HO. }-———-cH____— 
N 


Die Versuche, durch Kondensation von 3-Athyl-4-methy]- 
5-carboxyl-2-formylpyrrol folgender Konstitution 
H,C,—z,C.H, 


IV HOOCE , I0<0 
NH 

mit Opsopyrrolcarbonsiure dies Problem zu lésen, waren fehl- 
geschlagen. Hierbei entstanden nur Schmieren. 3-Athyl-4-me- 
thyl-5-carboxyl-2-formylpyrrol laBt sich nun unter bestimmten 
Bedingungen (naheres vgl. experimenteller Teil) bromieren zum 
3-Athyl-4-methyl-5-brom-2-formylpyrrol, dessen Vereinigung mit 
Opsopyrrolcarbonsiure dann mit Hilfe von Bromwasserstoffsiure 
in fast quantitativer Ausbeute zum 3-Athyl-4,3’-dimethyl-4’-propion- 
siiure-5-brom-pyrromethen-bromhydrat fiihrte, entsprechend fol- 
gender Formulierung: 











ee HOOC- H.C 
— | 
HC C,H; a = 9 H 3C C 9 H ;: ak — CH, 
Oe -or —- “." 
Br X<yq H\ UH Bry +——CH— \ 3 
NH NH NHBr NH 
ul VI VII 


Dieses Pyrromethen krystallisiert prachtvoll in langen, roten 
Nadeln. Nunmehr muBte noch der Austausch des Broms gegen 
Hydroxyl vorgenommen werden, eine Reaktion, die hier auf groBe 
Schwierigkeiten stieB. Die Silberacetat-Methode!) versagte; mit 
Kaliumacetat!) gelang die Reaktion, jedoch trat hier unerwarteter- 
weise sofort weitgehende Kondensation zu dem oben angegebenen 
symmetrischen Mesobilirubin (Formel Nr. I) ein. Diese Entstehung 
des Mesobilirubins, das durch Gmelinsche Reaktion, Krystallform 
und Misch-Schmelzpunkt eindeutig identifiziert wurde, ist héchst 
auffallend, weil die die beiden Oxypyrromethene verkniipfende 
Methylengruppe aus dem angewandten Acetat, aus dem Hisessig 
oder durch Zerstérung eines Teils des angewandten Pyrromethens 
entstammen muf. Die Reaktion zeigt wieder, wie auBerordentlich 
groB die Tendenz zur Bildung der bilirubinoiden Farbstoffe ist, 
vergleichbar auch der gelegentlich iiberraschend leichten Bildung 





1) H. Fischer u. Adler, Diese Z. 198, 238 (1931). 
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des Porphin-Systems, wie sie gerade auch hier wieder als Neben- 
reaktion beobachtet wurde, denn bei der Umsetzung des Pyrro- 
methens VII mit Natriummethylat im Druckrohr entstand neben 
Xanthobilirubinsiure (II) Mesoporphyrin. Die Umsetzung von VII 
mit Natriummethylat hatte also den Austausch des Broms gegen 
Hydroxyl zur Folge und aufSerdem Methylierung in 5’-Stellung, 
wie sie bei einfachen Pyrrolen von H. Fischer und Bartholomius 
festgestellt wurde. Der Ubergang in Mesoporphyrin bestiitigt die 
Befunde mit Lindner.') Damals konnten wir unter denselben 
Bedingungen den Ubergang von Bilirubinsiiure in Mesoporphyrin 
zeigen und Bilirubinsiure wird ja unter dem EinfluB von Natrium- 
methylat primir in Xanthobilirubinsiure iibergefiihrt.”) Durch 
obige Einfitthrung der Methylgruppe in die freie «-Stellung des 
Oxy-pyrromethens liegt somit eine neue Synthese der Xanthobili- 
rubinsiure vor. Die Identitiét wurde wiederum bewiesen durch 
iibereinstimmenden Schmelz- und Misch-Schmelzpunkt und Uber- 
einstimmung siimtlicher Eigenschaften. 

Nunmehr nahmen wir die Umsetzung mit Natriummethylat 
unter RiickfluB bei 100° vor und erhielten in 50°/,iger Ausbeute 
einen Methyliither, der auf Grund der Synthese derjenige der Neo- 
xanthobilirubinsiiure folgender Konstitution sein muB (VID: 





HOOC-H,C HOOC-H,C 
| | 
HC CH, HAG] — CH HG— GH. HCG; — CH, 
| | | | 
HCO, —cH——_l Jn Hol cH, JH 
N NH NH NH 
VIII IX 


Der Methylither schmilzt bei 160° und zeichnet sich durch eine 
sehr gute Krystallisationsfihigkeit und durch leichte Léslichkeit 
in Ather aus. Mit Diazomethan gibt er einen in schénen, groBen 
Prismen krystallisierenden Methylester—Ather vom Schmelzp. 70°. 
Wie bei der Neoxanthobilirubinsiiure tritt auch bei ihrem Methyl- 
iither beim Erhitzen mit Ehrlichs Reagens Griinfirbung auf; im 
Gegensatz zur Neoxanthobilirubinsiiure ist ein Bandenspektrum 
im Rot nicht zu beobachten. 

Bei der Hydrierung dieses Neoxanthobilirubinsiiure-methyl- 
‘ithers mit Eisessig—Jodwasserstoffsiure wurde unter Verseifung 
der Methoxygruppe die Neobilirubinsiiure erhalten, Sie schmilzt 


*) Diese Z. 161, 1 (1926). 
*) H. Fischer u. Rose, B. 46, 439 (1913). 
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bei 179° und gab in der Misch-Schmelze mit analytischem Material 
vom Schmelzp. 177° keine Depression. 

H. Fischer und R. Hess!) haben analytische Neobilirubin- 
siure in glatter Reaktion mit Benzaldehyd zu einem Benzyliden- 
derivat vom Schmelzp. 248° kondensiert.?) Diese Umsetzung wurde 
auch mit der synthetischen Neobilirubinsiure vorgenommen und 
fiihrte zu einem Benzylidenprodukt, das in den gleichen leuchtend 
gelben Nadeln wie das analytische Produkt krystallisierte, aber 
einen Schmelzpunkt von 276° besa, also um 28° hoher als 
derjenige der analytischen Verbindung. Trotz dieser groben Dif- 
ferenz trat in der Schmelze der Mischprobe (Schmelzp. 260°) keine 
Depression auf. 

Wenn wohl auf der Stufe der Neoxanthobilirubinsiuren eine 
Isomerisation im Sinne einer Ketisierung angenommen werden 
konnte, war sie bei der Neobilirubinsiure unméglich. Die An- 
nahme einer Cis-trans-[somerie war sehr unwahrscheinlich. 

Durch Umsetzung des Brom-pyrromethenbromhydrates (VI) 
mit 10°/,igem Natriummethylat unter Zusatz einer geringen Menge 
Wasser bei 150° im Autoklaven gelang es schlieBlich die Neo- 
xanthobilirubinsiiure (III) auf direktem Wege darzustellen. Sie 
glich in allen EKigenschaften der von H. Fischer und Adler durch 
Resorcinschmelze aus symmetrischem Mesobilirubin gewonnenen 
Siure. Sie war ebenfalls schwer léslich in Methylalkohol, hatte 
den Schmelzp. 244—246° und schmolz in Mischung mit synthe- 
tischer Neoxanthobilirubinsiiure (Schmelzp. 242°) bei 240°, mit 
analytischer Siiure (Schmelzp. 227°) bei 226—227°, zeigte also 
heide Male keine Depressionen. Nach Kondensation der Neoxantho- 
bilirubinsiure mit Formaldehyd zum symmetrischen Mesobilirubin 
und riickwiirtiger Spaltung mit Resorcin konnte keine Anderung 
im Verhalten der Siure erreicht werden. 

Zur Neobilirubinsiiure hydriert und zum Benzylidenderivat um- 
gesetzt, zeigte sie wieder den Schmelzp. 276° Mit analytischem 
Material (Schmelzp. 248°) gemischt, trat wieder bei 260° Schmelze 
ein. Angesichts dieser Differenzen und den zahlreichen schon seit 
langem konstatierten Unstimmigkeiten bei den Schmelzpunkten der 
Xanthobilirubinsiure und der gelegentlichen Isolierung von Hiimo- 
pyrrol*®) aus Bilirubin lag es nahe, fiir das Bilirubin die dem 


1) Diese Z. 194, 193 bzw. 199 (1930). 
*) Diese Z. 194, 216 (1930). 
5) H. Fischer u. Lindner, a. a. 0.; sowie H. Fischer u. Hess, 


Diese Z. 194, 213 (1930). 
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Hiimin analoge Anordnung der Seitenketten anzunehmen. Hierfiir 
sprach auch ganz besonders die Isolierung des Nitritkérpers fol- 
cender Konstitution, 


H,C—C CH 

Xx HO-C CH 
tl al 
NHY © 

dessen Entstehen die bisherige Bilirubinformel nicht zu erkliren 
imstande ist.’) 

Auf Grund der bisherigen Annahme leitete sich Bilirubin vom 
Atioporphyrin-IV ab, wihrend bei Ableitung vom Hiimin dem Meso- 
bilirubin folgende Formulierung zukommen sollte: 








HC——GH,  H,C;——P8* *PS;— CH, H,0——0O,H 
1 | II | a | IV | 
N NH 7 Ni N 
* PS =CH,-CH,-COOH. —XI 


Bei Annahme dieser Formulierung wiirde das Mesobilirubin bei 
der Resorcinschmelze ein Gemisch zweier isomerer Neoxanthobili- 
rubinsiuren geben (IIL und der folgenden): 


H,C,—CH; H,C,——CH, : CH, -COOH 


4 | 

<a HO. }—————CH L dn 
N NH 

XU bezeichnen wir als Iso-neoxanthobilirubinsiure. Der Mischung 
beider Siuren wiirde dann der Schmelzp. 227—229° zukommen, 
jeder einzelnen ein héherer. Wenn die analytische Siiure ein Ge- 
misch ist, kann naturgemiiB bei Zugabe eines Isomeren keine 
Depression mehr eintreten und alle Unstimmigkeiten erkliiren sich. 

Zum Beweis dieser Annahme muBte die Iso-neoxanthobili- 
rubinsiure (XII) synthetisiert werden. Das geschah durch Resorcin- 
schmelze des von H. Fischer und Adler?) dargestellten symme- 
trischen Mesobilirubins folgender Formulierung: 


H,C,== -CH, H,C -——, PS * * fey H,C = (Calls 


| 


| rz » ae | 
HO. --——CH-——__} CH,—-—-\_}—_cH——|_ 0H 
N NH NH N 
* PS =CH,-CH,-COOH. XIII 
Die Spaltung fiihrte zu einer Siiure, die in ihrem Verhalten 


der Neoxanthobilirubinsiiure silienubandich ihnlich ist. Sie ist 





') Vgl. die Ausfiihrungen, Diese Z. 194, 207 (1930). 
2) H. 200, 227 (1931). 
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wie diese in Methylalkohol schwer léslich und krystallisiert aus 
Kisessig in derselben Prismenform. Der Schmelzpunkt liegt bei 
der weniger reinen Siure bei 237—239°, bei der reinsten bei 242°, 
In Mischung mit analytischer Siure (Schmelzp. 227°) trat bei 227° 
Schmelze ein, also keine Depression. Entscheidend war nun die 
Mischprobe mit synthetischer Neoxanthobilirubinsiure (Schmelz- 
punkt 244°); sie schmolz bei 225—226°, zeigte also ungefihr den 
Schmelzpunkt der analytischen Siure. 

Hine direkte Mischkrystallisation zwischen den beiden isomeren 
synthetischen Neoxanthobilirubinsiiuren ergab ebenfalls den Schmelz- 
punkt der analytischen Siure, niimlich 226° ohne Anderung in 
weiterer Mischung mit analytischem Material. Die Mischkrystalli- 
sation wies auch eine leichtere Liéslichkeit in Methylalkohol auf, 
entsprechend der analytischen Siure. Versuche, durch fraktio- 
nierte Krystallisation mit Methylalkohol und Kisessig eine Trennung 
der Isomeren herbeizufiihren, waren bis jetzt erfolglos. 

Zu einem Isomerengemisch entsprechend der analytischen 
Neoxanthobilirubinsiure mute auch die Resorcinschmelze einer 
Mischung der beiden symmetrischen synthetischen Mesobilirubine 
(I und XITJ) fithren. Das erhaltene Produkt hatte auch tatsiich- 
lich den Schmelzp. 226° und léste sich in Methylalkohol weniger 
schwer. 

Zu einem entscheidenden Beweis aber fihrte der Vergleich 
der entsprechenden isomeren Neo- und Iso-neobilirubinsiiure-benzy- 
lidenverbindungen und insbesondere der Methylester der Neoxantho- 
bilirubinsiuren. 

Aus der Iso-neoxanthobilirubinsiiure wurde iiber die Iso-neo- 
bilirubinsiiure das Kondensationsprodukt mit Benzaldehyd wie oben 
gewonnen. Es zeigte einen Schmelzpunkt von 273°, schmolz in 
Mischung mit analytischem Material (Schmelzp. 248°) bei 260°, 
gab also keine Depression und schmolz, mit dem entsprechenden 
Derivat der synthetischen Neobilirubinsiure (Schmelzp. 276") ge- 
mischt, bei 246—247° Diesen letzteren Schmelzpunkt zeigte 
auch die direkte Mischkrystallisation von Neo- und Iso-neobili- 
rubinsiiure-benzylidenderivat. 

Die analytische Benzylidenverbindung erwies sich also auch 
damit wieder identisch mit dem Gemisch der isomeren Neo- und 
Iso-neobilirubinsiure-benzylidenverbindungen. 

Weiterhin wurden!) die Methylester sowohl von der analytischen 





1) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 211 (1930). 











Uber die Konstitution des Bilirubins, usw. 151 


wie von den beiden synthetischen isomeren Neoxanthobilirubinsiuren 
dargestellt. 

Der Ester der analytischen Neoxanthobilirubinsiure schmilzt 
nach etwa zweimaligem Umkrystallisieren aus Methylalkohol bei 
190—191°. Der Ester der synthetischen Neoxanthobilirubinsiure, 
umkrystallisiert aus Methylalkohol, schmilzt bei 174° und der Ester 
der Iso-neoxanthobilirubinsiure, aus einer Mischung von Methyl- 
und Athylalkohol (2:1) umkrystallisiert, schmilzt bei 205°. 

Da als Misch-Schmelzpunkt zwischen den beiden synthetischen 
Estern 160—161° und als Misch-Schmelzpunkt zwischen analyti- 
schem ‘Ester und Iso-neoxanthobilirubinsiure-ester 200° festgestellt 
werden konnte, ging deutlich hervor, daB in dem vermeintlichen ana- 
lytischen Ester (Schmelzp. 190—191°) bereits das Iso-Isomere der 
Neoxanthobilirubinsiiuren angereichert sein muBte. Diese Fest- 
stellung wurde auch durch das mikroskopische Bild bestitigt. 

Der Neoxanthobilirubinsiure-methylester (Schmelzp. 174°) 
ergibt, aus Methylalkohol umkrystallisiert, nur sehr schlecht aus- 
gebildete Krystallindividuen, meist von Spindelform ohne exakt 
meBbare Winkel. 

Der Iso-neoxanthobilirubinsiiure-methylester (Schmelzp. 205°), 
der in Methylalkohol aufSerordentlich schwer léslich ist und sich 
nur aus einer Mischung von Methyl- und Athylalkohol umkrystalli- 
sieren laiBt, bildet dagegen sehr schéne, lange Prismen mit scharfen 
Kanten und dem Winkel von 42—45°. 

Das mikroskopische Priiparat des analytischen Esters zeigte 
nun vorwiegend die langen Prismen des |so-neoxanthobilirubin- 
siure-methylesters in Ubereinstimmung mit dem Schmelzpunkt. 

Mit dieser Beobachtung war nunmehr der Weg zur ‘Trennung 
der analytischen Neoxanthobilirubinsiiuren-Mischung vorgezeichnet. 
Aus den oben angegebenen unterschiedlichen Léslichkeitsverhilt- 
nissen der synthetischen isomeren Ester muSte eine mehrfache 
Behandlung des analytischen Gemisches mit Methylalkohol in 
Kombination mit Athylalkohol zu einer Liésung des Neoxantho- 
bilirubinsiiure-esters und zu einer Anreicherung des [so-neoxantho- 
bilirubinsiiure-esters im auskrystallisierenden Produkt fiihren. 

Das geschah auch tatsichlich; es konnte schlieBlich evn Ester 
vom Schmelzp. 203° erhalten werden, der in der Mischprobe mat 
Iso-neoxanthobilirubinsdure-ester (Schmelzp. 205°) ber 205° schmolz, 
also keine Depression ergab. Riickwirts wurde dann aus diesem 
analytischen Ester (Schmelzp. 203°), durch Verseifung mit NaOH 
Iso-neoxanthobilirubinsiure vom Schmelzp. 240—241° dargestellt. 
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Mat synthetrscher Neoxanthobilirubinsdure gab diese analytische Iso- 
neoxanthobilirubinsiure eine Schmelzpunktserniedrigung auf 227°. 
Mit der Isolierung der Iso-neoxanthobilirubinsiiure ist ein- 
deutig bewiesen, daB die Spaltung des Mesobilirubins zu einem 
Gemisch zweier isomerer Neoxanthobilirubinsiuren fiihrt. Daraus 
ergibt sich nunmehr, daf alle mit analytischer ,,Neoxanthobili- 
rubinsiure* vorgenommenen Kondensationen mit Aldehyden oder 
Ketonen zu drei isomeren Produkten fiihren muBten, zwei sym- 
metrischen und einem unsymmetrischen Reaktionsprodukt. 

Das K-Mesobilirubin ') ist deshalb als aus drei isomeren Meso- 
bilrubinen bestehend anzusehen. 

Bewiesen werden konnte diese Annahme an den Reaktions- 
produkten der Neoxanthobilirubinsiuren mit p-Dimethyl-amino- 
benzaldehyd.?) Das Kondensationsprodukt mit Neoxanthobilirubin- 
siiure schmolz bei 244—245°, dasjenige mit Iso-neoxanthobili- 
rubinsiiure bei 246°, die Mischung beider bei 239—240°% Das 
Kondensationsprodukt mit analytischer ,,Neoxanthobilirubinsiure“ 
schmolz bei 239° Dieser Schmelzpunkt beweist das Vorliegen 
eines Gemisches. 

Die Ubertragung dieser Anschauung und chrer Beweisfiihrung 
auf die analytische ,,Xanthobilirubinsiure und threm V eresterungs- 
produkt deckte auch hier das Vorkommen zweier Isomeren, der 
Xanthobilirubinsdiure (XIV) (Schmelzp. 287°) und Iso-xantho- 
belirubinsdure (XV) (Schmelzp. 289°), auf und beseitigte alle Un- 
simmaigkeiten, die sich bisher bei den Schmelzpunkten ergeben haben. 








HOOC-H,C HOOC.-H,C 
H,C, <i 7 — 7 HC w H,C;——CH, 
| | “a @ 
HO. /——cH——!|_ Jon, HO. '=-—-cH——-!|_!cH, 
N NH j NH 
XIV XV 


Die Trennung dieser Isomeren gelingt ebenfalls leicht iiber 
die Methylester durch Krystallisation aus Chloroform—Petrolither. 
Diesmal zeichnet sich aber der Iso-xanthobilirubinsiiure - ester 
durch leichtere Léslichkeit aus. 

Fiir beide Xanthobilirubinsiiuren wurde im Verlauf dieser 
Arbeit eine neue Darstellungsmethode mittels Natriummethylat 
eingefiihrt, die Ausbeuten von durchschnittlich 50—-60°/, liefert. 

Mit den obigen Feststellungen ist bewresen, daf dem Meso- 
bilirubin und damit dem Bilirubin eine unsymmetrische Struktur 





1) Diese Z. 194, 223 (1930). *) Diese Z. 194, 221 (1930). 
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sukommt. Bilirubin stummt also in der Anordnung seiner Seiten- 
ketten prinzeprell mit Hiimin (und Chlorophyll) iiberein. Die 
physiologische Entstehung des Bilirubins aus Héimin erfolgt durch 
Herausoxydation der a-Methinbriicke unter Bildung von 20xrygruppen 
an den Pyrrolkernen I und IV. 

Die unsymmetrische Struktur des Mesobilirubins erkliirt alle 
Beobachtungen beim Bilirubin und insbesondere auch das Auf- 
treten von Hiimopyrrol bei der Reduktion sowie des ,,Nitritkérpers*“ }), 
der bei Oxydation mit salpetriger Siiure aus Bilirubin entsteht 
und die Konstitution Nr. X, 8.149 besitzen muB. Mit der Tat- 
sache, daB dieser Kérper nur aus dem Pyrrolkern IV des Bili- 
rubins entstehen kann, steht die schlechte Ausbeute, in der er 
erhalten wird, im Einklang. 

Durch die nunmehrige direkte Ableitung des Bilirubins bzw. 
Mesobilirubins vom Blutfarbstoff ist es notwendig geworden, eine 
neue Nomenklatur fiir die Bilirubine einzufiihren: 

Aus der Kombination der aus Hiimin bzw. Mesoporphyrin 
erhaltenen Abbauprodukte haben sich nach H. Fischer fir die 
Blutfarbstoff—Atioporphyrine 4 Isomere, fiir die davon ableitbaren 
Porphyrin-Dicarbonsiiuren, also Hiimine, 15 [somerieméglichkeiten 
ergeben.*) Aus jedem dieser 15 Himine kénnen durch Spaltung 
allgemein 4 Bilirubine, aber bei Vorhandensein einer Symmetrie- 
ebene drei und zweier Symmetrieebenen zwei isomere Bilirubine 
abgeleitet werden. Insgesamt sind damit 52 isomere Bilirubine 
bzw. Mesobilirubine méglich. Den bisher angefiihrten Mesobili- 
rubinen miissen deshalb folgende Bezeichnungen erteilt werden, 
wobei «@ die Ringéffnung des Porphinsystems an der e«-Methin- 
briicke bedeutet. 


H,C is : ; 
| ee ee 
a, eee ea ee a a 
N NH NH N 
= Mesobilirubin- XIII « 


*P§ —_CH, 4H,C,——CH, 


CH,  H,C——CH, 


H,C;=-—=CH,  4,C om "a = 
CH, ie | .—_— 


Ho —-—CH-—- | NN 7 OH 
N NH N 


= Midian, 
* PS = CH,-CH,-COOH. 





1) H. Fischer u. Hess, Diese Z. 194, 195, 207 (1930). 
*®) H. Fischer u. Stangler, Liebigs Ann. 459, 62 (1927). 
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H,C—==C,H, 4H,C,;—PS* io 


N NH NH N 
= Mesobilirubin-IX « 
* PS = CH,-CH,-COOH. 


Im Verlauf dieser Arbeit konnte mehrmals das Mesobili- 
rubin-XIT@ erhalten werden. Wie schon oben angedeutet, ent- 
stand es bei der Umsetzung von Brompyrromethenbromhydrat (VIJ) 
mit Kaliumacetat, dann wurde es durch Behandlung von Neo- 
xanthobilirubinsiiure-methylither (VIII) mit Natriummethylat bei 
180° unter Druck erhalten und konnte schlieBlich aus synthetischer 
Neoxanthobilirubinséure durch Kondensation mit Formaldehyd nach 
H. Fischer und Hess’) dargestellt werden. 

Dieses symmetrische Mesobilirubin-XUIe schmilzt bei 309 
bis 310° und ist identisch mit dem von H. Fischer und Adler 
durch Bromierung der synthetischen Xanthobilirubinsiure — er- 
haltenen Mesobilirubin.”) In Mischung mit analytischem Mesobili- 
rvbin (Schmelzp. 303—304°) schmilzt es bei 304—305 °, in Mischung 
mit Mesobilirubin-UIe (Schmelzp. 325—327°) bei 306°. 

Neoxanthobilirubinsiiure-methylither analog der oben ge- 
nannten Vorschrift mit Formaldehyd und Salzsiiure umgesetzt, 
ergab in augenblicklicher Reaktion unter intensiver Rotfiirbung 
das Chlorhydrat des Mesobilirubin-dimethylithers-XII1@ in quanti- 
tativer Ausbeute. Mit Pyridin konnte daraus die freie Base in 
Form goldglinzender Blittchen vom Schmelzp. 193° frei gemacht 
werden. Molekulargewichtsbestimmung sprach eindeutig fiir die 
Konstitution des Diithers des Mesobilirubins-XIII,e (XVI). 














—— C,H; ve al *PS - CH, 4H,(, pHs 
H,00.._ J cCH—— q pO, aM (= cH OCH 
N NH N N 

* PS = CH,-CH,-COOH. XVI 


Mit Diazomethan wurde daraus der Dimethylester des Diithers 
erhalten. Er schmilzt bei 144° und krystallisiert in prichtigen, 
gut ausgebildeten, sechsseitigen, gelben Blittchen. Beide, Ester 
wie Ather, verhalten sich bei der Kuppelungsreaktion mit Diazo- 
benzolsulfosiure gerade so wie Bilirubin, d. h,. intensive Kuppe- 
lung tritt erst nach Zusatz von Alkohol ein. 





1) Diese Z. 194, 228 (1930). 2) Diese Z. 200, 220 (1931). 
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Fir den Mesobilirubin-dimethylither-XII1a@, das Chlorhydrat 
und den Ester ist die Gmelinsche Reaktion positiv. Sie zeigt 
in ihrem Verlauf aber eine starke Abweichung von der des Meso- 
bilirubins insofern, als sie in der Griinphase stehen bleibt. Diese 
Erscheinung steht vollstindig im Einklang mit der Theorie!) iiber 
die oxydativen Vorgiinge bei dem Verlauf der Gmelinschen 
; Reaktion. Die Autoren nehmen in der letzten Phase der Reaktion, 
‘ in der Rotphase, eine Oxydation des Bilirubinoids bis zum holo- 
) chinoiden T'yp in folgender Art an: 





















































ni ‘a HH, H,C;—PS* *PS——__CH, eal = 
| | | 
} HO -—— CH, —___ '——-CH 7 OH 
na NH NH N 
XVII H, 
) , es (Hs HC a *PS - H,( c H 
| I of ' | 
HOW CH \ 3——CH Ny CH \_ 4 0H 
a N NH N } 
pws. XVIII 
Phase 
pa C,H H,C PS* = (He H,C C,H 
| | | | | 
v NH N xe N 
2 XIx 
2) 
= ~ ie =< He Pan a *PS (Hs ai eon) FF 
HOW ¥ : — —_ a -—_-CH=—_ O 
blaue xXx N NH 
Phase 
= ae “LE a = ih H,C i H. 
: | O=\_/=—CH- ——CH \ 9 —CH——*_ =0 
NH NH N NH 
XXI | a His 
Y 
Nel eas C,H; H,C PS* i ™ a. H,C — C,H, 
rote | ; | | 
Phase a. CH——"wY — age ei canes 
NH N N NH 


* PS = CH,:CH,-COOH. XXII 


Im Mesobilirubin-dimethylither-XII1@ kann nun eine Um- 
wandlung in eine chinoide Form nicht eintreten, und damit mub 
eine Phase der Gmelinschen Reaktion verschwinden. Daraus, dab 


1) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 206, 187 (1982). 
11” 
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die typische Blauphase nicht erhalten wird, ist zu schlieBen, dab 
in dieser Phase schon Umwandlung in das chinoide System ein- 
getreten sein mub. Der Kérper, welcher der Blauphase zugrunde 
liegt, ist das Glaukobilin.') In seinem Molekiilbau mu, da es mit 
dem Diither nicht erhiltlich ist, schon die chinoide Struktur 
vorliegen. 

Der endgiiltige Beweis fiir die Konstitution des Mesobilirubin- 
dimethylithers - XIle konnte nur durch Verseifung der Meth- 
oxyreste und Uberfiihrung in Mesobilirubin-XIa gebracht werden. 
Die Schwierigkeit lag in diesem Falle darin, bei der Verseifung 
eine Aufspaltung des bilirubinoiden Systems zu vermeiden. 


In Anlehnung an eine von Gattermann und Hartmann’) 


durchgefiihrte Methode der Verseifung von Athern mit wasser- 
freiem Aluminiumchlorid konnte auch bei Mesobilirubin-dimethyl- 
ither-XIIT@ die Spaltung erzielt werden. Die Umsetzung wurde 
durch 3/, stiindiges Aufkochen des Diiithers mit pulverisiertem 
Aluminiumchlorid in Cyclohexan vollzogen und gelang in einer 
Ausbeute bis zu 60°/, d. Th. Dieses synthetische Mesobili- 
rubin stimmt in seinen Eigenschaften vollkommen mit dem oben 
gewonnenen Mesobilirubin-XII/a@ iiberein. Der Schmelzpunkt ist 
309°, der Mischschmelzpunkt mit dem iiber die Neoxanthobilirubin- 
siure mit Formaldehyd erhaltenen Mesobilirubin-XII1@ (Schmelz- 
punkt 309°) gab keine Depression. Die spektralen Erscheinungen 
bei der Gmelinschen Reaktion sind bei den auf den verschiedenen 
Wegen gewonnenen Mesobilirubinen-XII1@ gleichartig und iden- 
tisch mit denen des analytischen Produktes. 

Uber die Synthese des Mesobilirubins, die selbstverstiindlich 
in Angriff genommen ist, hoffen wir bald berichten zu kénnen. 

Bilirubin selbst ist auf Grund der obigen Feststellungen wie 
folet zu formulieren, 








H,C——=CH-CH, H,C;—jPS*  *PS——CH, —CH-CH, 
I | E | | ut | “i IV | 
Ho. +——cuH——_!}' cH, |) — oH on 
N NH NH N 
* P§ = CH,-CH,-COOH XXIII 


womit die Anordnung der Seitenketten bewiesen ist, aber noch 
nicht, ob nicht dem Pyrrolkern IV durch dehydrierende Ring- 
bildung zwischen @-Oxy- und @-Vinylgruppe ein Furanring an- 
gegliedert ist. 


1 H. Fischer, Baumgartner u. Hess, Diese Z. 206, 201 (1932). 
*) Ber. chem. Ges. 25, 3531 (1892). 
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Das Uteroverdin Lembergs!) wird wie folgt zu formulieren sein: 
H gU = ===CH=CH, H,C,—- PS * * PS ——CH, H,C= — CH=CH 2 


H N N 











| 


10. += 
N 
* PS = CH,-CH,-COOH. XXIV 


—_— 


oder auch entsprechend Nr. XIX, ein Formulierungstyp, den 
Lemberg vorzieht.*) Diese beiden Formeltypen bringt Lemberg 
fiir Uteroverdin bzw. Dehydrobilirubin und Glaukobilin in Frage 
und stiitzt seine Anschauung auf das unterschiedliche Verhalten 
in bezug auf Komplexsalzbildung. 

Nun sind im Farbton Dehydrobilirubin und Glaukobilin 
keineswegs identisch und wir halten deshalb fiir Glaukobilin die 
Formulierung XX oder XXI fiir wahrscheinlicher, womit auch 
das Verhalten des Dimethylithers des Mesobilirubins bei der 
(;melinschen Reaktion itibereinstimmt; dessen Griinphase ist in 
der Farbnuance identisch mit Dehydrobilirubin. Glaukobilin ent- 
hilt also eine oder zwei Ketogruppen, die die Komplexsalzhildung 
dann erkliren. Im iibrigen ist fiir das Zustandekommen dieser 
Reaktion sehr wesentlich die Basizitit des Gesamtsystems. Wiahrend 
die Pyrromethene leicht Komplexsalze geben, verhalten sich die 
bis jetzt untersuchten Oxypyrromethene negativ. Die Ather geben 
dagegen ohne weiteres komplexe Zinksalze, ebenso der Mesobili- 
rubin—Ather. Hieriiber erfolgt demnichst niihere Mitteilung. 

Fiir Uteroverdin wiire gegebenenfalls auch wiederum wie beim 
Bilirubin die Angliederung eines Furanringes am Pyrrolkern IV 
diskutierbar. Diese Ausfiihrungen beziehen sich auf den Iden- 
tititsbeweis Lembergs von Uteroverdin mit Dehydrobilirubin, 
das wir in Bestitigung der Befunde Lembergs nach dessen 
Angabe in krystallisiertem Zustand erhalten konnten. Nach Lem- 
berg ist Uteroverdin identisch mit Oocyan, wenn auch noch 
Unterschiede bestehen. Diese Differenzen kénnen leicht bedingt 
sein durch Isomerisation im Sinne der Formeln XVIII bzw. XIX 
oder einer Differenz von 2H-Atomen durch allfallsiges Vorliegen 
eines angegliederten Furanringes. SchlieBlich wiire nochmals auf 
die schon hiufig diskutierte Frage der Einheitlichkeit des Gallen- 


1) Liebigs Ann. 499, 25 (1932); IV. Mittlg. zur Kenntnis von bilirubi- 
noiden Farbstoffen; I. Mittlg., Liebigs Ann. 477, 196 (1930); II. Mittlg., 
Liebigs Ann. 488, 74 (1931); III. Mittlg. mit J. Barcroft, Proc. roy. Soc. 110, 
362 (1932). 

*) Liebigs Ann. 494, 30 (1932). 
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farbstofis hinzuweisen. Bilirubin gibt ja bekanntlich bei der 
Analyse Zahlen, die besser auf 32 C-Atome stimmen, wihrend 
Mesobilirubinogen, Mesobilirubin und Dihydromesobilirubin, iiber 
das demnichst Mitteilung erfolgt, eindeutig 33 C-Atome besitzen, 
wie auch durch Analyse bewiesen ist. Mesobilirubin halten wir 
fiir einheitlich, Auch bei der fraktionierten Krystallisation haben 
wir keinen Anhaltspunkt fiir das Vorkommen von Isomeren ge- 
wonnen, aber die Ausbeute an Mesobilirubin vom Bilirubin aus- 
gehend iibersteigt nicht 60°/,, und immerhin wire ja auch im 
Roh-Bilirubin auBer der Annahme von kohlenstoffiirmerem Materia! 
in Analogie zum Auftreten der Koproporphyrine ein Bilirubin mit 
der Seitenketten-Anordnung entsprechend Atioporphyrin-I denkbar. 
Die Synthese der in Frage kommenden Kdérper wird ihr Auf- 
suchen in der Natur erleichtern. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sowie der Rockefeller Foundation sind wir fir weitgehendec 
Unterstiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


Versuche. 

2-Formyl]-3-athyl-4-methyl-5-brompyrrol (V). 25 g 2-Formyl- 
3-iithyl-4-methyl-5-carbithoxypyrrol') ([V) werden mit 250 ccm 
10°/,iger KOH-Lésung 3/,—1 Stunde auf dem Sandbad unter 
Riickflu8 erhitzt. Nach dem Abkiihlen verdiinnt man mit 100 cem 
Wasser und filtriert in ein Becherglas, das 250 ccm 10°/, ige 
Salzsiiure enthilt. Unter stindigem Reiben und Riihren erhilt 
man die Pyrrolcarbonsiiure in einer gut krystallisierten Form, 
die sich zur nachfolgenden Bromierung besonders eignet. Aus- 
beute: 90°/, d. Th. Zersetzungsp. 199°. 

Je 2 g¢ 2-Formyl]-3-iithyl-4-methyl-5-pyrrolcarbonsiure werden 
mit 2,5 ccm Hisessig verrieben und unter Riihren und geringer 
Kihlung mit 0,6 ccm = 1,85 g Brom tropfenweise versetzt. Dann 
wird zur Vollendung der Reaktion 10 Minuten in einem Wasser- 
bad von 60—70° erwirmt. Beim Abkihlen tritt nach etwa 
1 stiindigem Stehen Krystallisation ein. Dann saugt man ab und 
wischt mit Eisessig und Petrolither nach. Es bleibt ein hell- 
roter, grobkrystallinischer Niederschlag auf der Nutsche. Er ent- 
halt das Bromhydrat des Pyrrols (V) und des 3,3’-Diithyl-4,4’-di- 
methyl-5,5’-dibrompyrromethens sowie nicht umgesetzten Pyrrol- 
carbonsiiurealdehyd. Der Brompyrrolaldehyd wird auf folgen- 


1) H. Fischer, Sturm u. Friedrich, A. 461, 272 (1928). 
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dem Wege isoliert: Der im Exsiccator getrocknete Niederschlag 
wird schnell pulverisiert (hygroskopisch!) und in einem Kolben, 
der mit Riihrer und Einleitungsrohr versehen ist, in Petrolither 
aufgeschlimmt. Hierauf wird unter stiindigem Tarbinieren 1/, Stunde 
lang Ammoniak (iiber Natronkalk getrocknet) ciieeliiiton:  Daraut 
wird die Suspension filtriert und der Riickstand schlieflich mittels 
des Petrolitherfiltrates noch aus der Hiilse extrahiert. Beim 
Kinengen des Petrolithers krystallisiert der Brompyrrolaldehyd 
in derben Prismen aus. Er wird aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Aus Wasser mit Tierkohle umkrystallisiert wird er in rein weiBen 
Krystallen erhalten. Schmelzp. 115°; Ausbeute 0,5g = 20°/, d. Th. 

Analyse; aus Wasser umkrystallisiert, bei 70° i. V. getrocknet. 

4,490 mg Subst.: 7,390 mg CO,, 1,735 mg H,O. — 3,437 mg Subst.: 
0,208 eem N (18°, 715 mm). — 4,825 mg Subst.: 4,225 mg AgBr. 


C,H, NOBr (216) Ber. C 44,45 H4,63 N 6,48 Br 37,06 
Gef. ,, 44,90 » 4,82 » 6,68 87,26. 


Aldazin des 2-Formyl]-3-athyl-4-methyl-5-brompyrrols. 0,5 ¢g 
2-Formyl]-3-ithyl-4-methyl-5-brompyrrol werden in 2 ccm Sprit 
gelist und nach Zusatz von 0,5 cem Hydrazinhydrat einige Minuten 
zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen krystallisiert bei Zugabe 
einiger Tropfen Wasser das Reaktionsprodukt in derben, gelb- 
lichen Prismen aus. Schmelzp. 200°. Das Aldazin ist schwer 
léslich in Sprit, leicht léslich in Ather und Chloroform. Beil- 
steinprobe positiv, Khrlichsche Reaktion negativ, leichte Bildung 
eines Kupferkomplexsalzes. 

Analyse; aus Sprit umkrystallisiert, bei 70° i. Hochv. getrocknet. 

4,630 mg Subst.: 7,655 mg CO,, 1,990 mg H,O. — 3,447 mg Subst.: 
0,405 cem N (21°, 717 mm). — 5,840 mg Subst.: 5,110 mg AgBr. 
C,gHoN,Bry (428,16) Ber. © 44,84 H 4,71 N 13,08 Br 37,37 

Gef. ,, 45,09 ,, 4,81 ,, 12,87 ,, 87,23. 

3,3 '-Diathyl-4, 4’ -dimethyl-5, 5’-dibrompyrromethen.') Der bei der 
Extraktion des Brompyrrolaldehyds verbleibende Riickstand wird 
mit 10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge verriihrt und ab- 
genutscht. Die gelbe Fillung der Pyrromethenbase wird mit 
Methylalkohol und Wasser gewaschen und aus Methylalkohol um- 
krystallisiert. Man erhilt lange, gekreuzte, gelbe Nadeln vom 
Schmelzp. 184°. 


Analyse; aus Sprit umkrystallisiert, bei 70° i. Hochy. getrocknet. 
4,070 mg Subst.: 6,970 mg CO,, 1,845 mg H,O. — 3,315 mg Subst.: 
0,208 eem N (17°, 719 mm). — 6,325 mg Subst.: 6,085 mg AgBr. 
C,,H,,.N,Br, (886) Ber. C 4663 H4,66 N7,25 Br 41,46 
Gef. ,, 46,71 » 5,07 » 6,99 » 40,94. 


1) H. Fischer u. Halbig, Liebigs Ann. 452, 283 (1927). 
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Kupfersalz der Methenbase. Die Methenbase wird in Methyl- 
alkohol gelést und nach Zusatz einer methylalkoholischen Kupfer- 
acetatlésung kurz aufgekocht. Das Kupferkomplexsalz krystallisiert 
in roten Nadeln mit griinem Oberfliichenglanz aus und wird aus 
Sprit umkrystallisiert. 

6,445 mg Subst.: 5,853 mg AgBr. 

C,,H,,N,Br,Cu (833,87) Ber. Br 38,38 Gef. Br 38,65. 

3 - Athyl-4, 3’-dimethy]-4 - propionsaure-5-brom-pyrromethen-brom- 
hydrat (VII). 0,8 g 2-Formyl-3-iithyl-4-methyl-5-brompyrrol werden 
mit 0,57 g Opsopyrrolcarbonsiiure') verrieben und mit 1,5 ccm 
Kisessig unter guter Kihlung verriihrt. Dann gibt man schnell 
I ccm 48°/,ige Bromwasserstofisiiure zu. Nach kurzem Anreiben 
krystallisiert das Methenbromhydrat aus. Man saugt ab, wiischt 
mit Eisessig und Ather und trocknet im Exsiccator iiber KOH. 
Ausbeute: 1,5 g = 90°/, d. Th. 

Das Methenbromhydrat ist schwer léslich in Methylalkohol 
und wird aus diesem umkrystallisiert. Man erhilt es in priichtig 
roten, langen Nadeln, die oft biischelférmig verwachsen sind. Aus 
Sprit—Ather krystallisiert es in roten Nadeln mit griinbraunem 
Oberflichenglanz. Bis 300° keine Schmelze. 

Analyse; aus Methylalkohol umkrystallisiert, bei 60° i. V. getrocknet. 

4,027 mg Subst.: 6,650 mg CO,, 1,850 mg H,O. — 3,095 mg Subst.: 
0,184 ccm N (16°, 719 mm). — 2,730 mg Subst.: 0,157 cem N (21°, 715 mm). — 
6,450 mg Subst.: 5,575 mg AgBr. 

C,,H,,N,0,Br, (482,2) Ber. C 44,48 H 4,67 N 6,48 Br 37,02 
Gef. ,, 45,04 ,, 5,14 ,, 6,64, 6,28 ,, 36,78. 

Analyse; aus NaOQH-HCl umkrystallisiert, bei 100° i. V. getrocknet. 

3,525 mg Subst.: 0,225 cem N (14°, 726 mm). 

C,,.HoN,0,BrCl (387,7) Ber. N 7,22 Gef. N 7,25. 

Freie Methenbase. 0,2 ¢ Pyrromethenbromhydrat (VII) werden 
mit 5°/,iger Natronlauge kurz erwiirmt und unter Eiskihlung 
mit 5°/,iger Essigsiiure gefillt. Man erhilt so die freie Base in 
einer gelbbraunen, amorphen Form, die in Alkohol, Chloroform 
und Petrolither schwer léslich ist. Da die Methenbase in Alkohol 
und in Chloroform in kurzer Zeit in einen violetten Farbstoff iiber- 
geht und auch durch Umfillen mit NuOH—CH,COOH nicht krystalli- 
siert erhalten werden kann, wurde sie zur Analyse als Pikrat 
charakterisiert. 

Pikrat der freien Methenbase. Die amorphe Methenbase wird 


in Sprit gelést und mit einer alkoholischen Lésung von Pikrin- 


1) H. Fischer u. Lamatsch, Liebigs Ann. 462, 246 (1928). 
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siure kurz aufgekocht. Beim Abkihlen krystallisiert unter Reiben 
das Pikrat in rhombischen, gelbbraunen Blittchen mit violettem 
Oberflichenglanz aus. Schmelzp. 199°. 

Analyse; aus Athylalkohol umkryst., bei 180° i. Hochvak. getrocknet. 

5,267 mg Subst.: 8,830 mg CO,, 1,860 mg H,O. — 3,970 mg Subst.: 
0,424 com N (21°, 717mm). — 4,152 mg Subst.: 1,345 mg AgBr. 

C,,H.,N,0,Br (580,18) Ber. C 45,50 H 3,83 N 12,05 Br 13,79 
OM, . 4678 -. 628 , 11,0 , 18,8. 

Xanthobilirubinsiure (II). 0,5 g Brom-pyrromethen-bromhy- 
drat (VID) werden in der Silberhiilse im Bombenrohr mit 8 ccm 
10°/,igem Natriummethylat 4 Stunden auf 175° erhitzt. Dann 
wird das Reaktionsprodukt mit Methylalkohol und Wasser heraus- 
sespiilt und mit Kisessig gefillt. Die Fallung wird mit Ather 
und Wasser ausgeschiittelt. Aus dem Ather wird mit 1,5°/,iger 
HCl eine ioinere Menge Mesoporphyrin (spektroskopisch identi- 
liziert) ausgezogen. Hierauf wird die Atherlésung mit Wasser 
vewaschen, getrocknet und abgedampft. Der Riickstand ergibt, 
aus Methylalkohol umkrystallisiert, kurze, gelbgriine Nadeln vom 
Schmelzp. 290°. Sie sind schwer léslich in Methylalkohol, ebenso 
in Chloroform. Beilsteinprobe und Gmelinsche Reaktion sind 
negativ, desgleichen die Ehrlichsche Reaktion, auch nach Reduktion 
mittels 5°/,igem Natriumamalgam in 2°/,iger NaOH. 

Der Mischschmelzpunkt mit der von H. Fischer und Adler!) 
synthetisierten Xanthobilirubinsiure (Il) vom Schmelzp. 290° zeigte 
keine Depression. Es liegt somit eine direkte Einfiihrung einer 
Methylgruppe in die freie @-Stelle des Brom-Pyrromethens vor 
und gleichzeitig eine neue Synthese der Xanthobilirubinsiure 
vom Schmelzp. 290°. 

Neoxanthobilirubinsdure-methylather (VIII). 4g¢ Brom-pyrro- 
methen-bromhydrat (VII) werden in 80 ccm 10°/,igem Natrium- 
methylat unter RiickfluB etwa 3 Stunden auf dem Sandbad zum 
Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten wird mit Wasser versetzt, 
im Scheidetrichter mit Ather iiberschichtet und nun mit etwa 
220 com 10°/, iger Salpetersiiure angesiiuert. Man schiittelt dann 
etwa 6—8mal mit insgesamt 2 Liter Ather gut aus, wiischt die 
Atherlisung einige Male mit Wasser und trocknet durch Filtrieren. 
Nach dem Kinengen der iitherischen Lésung auf kleines Volumen 
krystallisiert der Methylither der Neoxanthobilirubinsiure nach 
kurzem Reiben spontan aus. Man saugt ab, wiischt mit Ather 


*) Diese Z. 197, 254 (1931). 
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nach und krystallisiert aus Chloroform-Petrolither um. Schmely- 
punkt 160°; Ausbeute 1,4 g = 50°/, d. Th. 

Der Neoxanthobilirubinsiure-methylither krystallisiert aus 
Ather und aus Chloroform-Petrolither in derben, griingelben 
Prismen. Er ist leicht léslich in Alkohol, Ather, Pyridin, Chloro- 
form weniger in Petrolither. In 10°/,iger Natronlauge fiallt das 
Natriumsalz als schwer léslich aus; .in 5°/,iger Natronlauge ist 
es léslich. 

Mit Gmelins Reagens wird die gelbe Chloroformliésung ohne 
bedeutende Farbinderung aufgehellt. Mit Ehrlichs Reagens tritt 
in der Kalte nur eine schwache Farbiinderung, nach Erhitzen Griin- 
farbung auf. Hierbei ist aber das bei der Neoxanthobilirubinsiure 
auftretende zweibandige Spektrum im Rot nicht zu beobachten. Dieses 
Spektrum ist also charakteristisch fiir die Neoxanthobilirubinsiure. 

Analyse; aus Methylalkohol umkryst., bei 70° i. Hochvak. getrocknet. 

5,333 mg Subst.: 13,185 mg CO,, 3,515 mg H,O. — 2,815 mg Subst.: 
0,233 cem N (18°, 725 mm). — 3,845 mg Subst.: 3,105 mg Agu. 

C,,H,,N,0, (302,18) Ber. C 67,51 H 7,34 N 9,27 OCH, 10,26 

Get. ,, 67,48 ,, 7,87 ,, 9,86 » 10,67. 

Methylester des Neoxanthobilirubinsdiure-methylathers. In eine 
mittels 4 g¢ Nitrosomethylharnstoff hergestellte itherische Diazo- 
methanlésung wird eine aitherische Liésung von 0,2 g Neoxantho- 
bilirubinsiure-methylither eingetragen. Nach einstiindigem Stehen 
wird mit Salzsiure zersetzt, mit 2°/,iger Sodalésung und Wasser 
gewaschen, getrocknet und die Atherlésung auf ein sehr kleines 
Volumen eingeengt. Unter Kiihlung krystallisiert nach kurzem 
Reiben der Ester in groBen Prismen aus. Schmelzp. 70°; Aus- 
beute 0,13 g = 62°/, d. Th. 

Man krystallisiert aus Methylalkohol um; der Ester fillt beim 
Erkalten der Lésung in langen, gelben, seideglinzenden Prismen 
an. Der Ester ist leicht léslich in Ather, Petrolither, Chloroform 
und Ligroin, schwer léslich in Methyl- und Athylalkohol. 

In seinem Verhalten zu Gmelins und Ehrlichs Reagens 
gleicht er der Siure. 

Analyse; aus Methylalkohol umkrystallisiert, bei 30° i. Hochvak. getr. 

4,923 mg Subst.: 12,275 mg CO,, 3,260 mg H,O. — 4,500 mg Subst.: 
0,368 cem N (21°, 710 mm). — 3,840 mg Subst.: 5,825 mg AgJ. 
C,.H,,N.O, (316,2) Ber. C 68,31 H 7,65 N 8,86 OCH, 19,60 

Gef. ,, 68,00 95 1541 », 8,87 5» 20,04. 

Neobilirubinsiure ([X). 0,2 g Neoxanthobilirubinsiiure-methyl- 

iither werden in 6 ccm Kisessig und 3 ccm Jodwasserstoffsiure 
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(d = 1,96) gelést und */, Stunde im siedenden Wasserbad unter 
Riickflu8 erhitzt. Das ausgeschiedene Jod wird mit einigen Krystallen 
Phosphoniumjodid reduziert und der Kisessig im Vakuum ab- 
gedampft. Der Riickstand wird mit Sodalésung aufgenommen, mit 
Ather, der absolut von Peroxyden frei sein muf, versetzt, mit 
Schwefelsiiure eben kongosauer gemacht und 6 Mal mit reinstem 
Ather ausgeschiittelt. Die vereinigten iitherischen Lisungen werden 
durch Filter getrocknet und stark eingeengt. Nach einiger Zeit 
scheiden sich farblose Krystalle ab. Sie werden abgenutscht, mit 
Ather gewaschen und aus Essigester umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 179°; Mischschmelzpunkt mit analytischer Neobilirubinsiure 
(Schmelzp. 177°) liegt bei 177,5°, zeigt also keine Depression. 

Die Substanz ist leicht léslich in Alkohol und sehr schwer 
léslich in Ather. Die Gmelinsche Reaktion ist negativ, die 
Ehrlichsche Probe dagegen intensiv. Die Fluoreszenzprobe ist 
negativ. 

Analyse; aus Essigester umkrystallisiert, bei 80° i. Hochvak. getrocknet. 

5,970 mg Subst.: 14,505 mg CO,, 4,110 mg H,O. — 2,520 mg Subst.: 
0.220 eem N (21°, 714 mm). 

C,,H..N,O, (290,2) Ber. C 66,15 H 7,65 N 9,65 
Gef. ,, 66,27 ,, 7,70 ,, 9,52 

Kondensation mit Benzaldehyd. Nach der Vorschrift von 
H. Fischer und Hess werden 0,1 g synthetische Neobilirubin- 
siiure mit 2 ccm 25°/,iger HCl gelést, mit 0,1 com Benzaldehyd 
versetzt und unter Riihren im siedenden Wasserbad erhitzt. Schon 
bei Zugabe von Aldehyd fiirbt sich die gelbe Lésung braunrot. 
Beim Erhitzen erscheinen dann élige Schmieren, die bald fest und 
flockig werden. Nach ?/, Stunde wird abgekihlt, mit Wasser 
versetzt, abgesaugt und gut ausgewaschen. Der braune Riickstand 
erweist sich unter dem Mikroskop als in groBen, gelben Nadeln 
krystallisiert. Man nimmt mit Methylalkohol auf und wiischt 
damit aus. Das Kondensationsprodukt hinterbleibt als hellgelbe 
Masse in fast quantitativer Ausbeute. 

Aus Kisessig umkrystallisiert: leachtend gelbe, verfilzte Nadeln; 
Schmelzp. 276°. Mischschmelzpunkt mit analytischem Material 
(Schmelzp. 248°) ist 260° 

Neoxanthobilirubinsdure (II). 1 ¢ Brom-pyrromethen-brom- 
hydrat (VII) wird in der Silberhiilse im Bombenrohr mit einer 
Mischung von 10 ccm 10°/,igem Natriummethylat und 2 ccm Wasser 
3 Stunden auf 150° erwirmt. Dann spiilt man den Inhalt des 
Rohres mit Wasser und Methylalkohel heraus und neutralisiert 
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langsam mit 10°/,iger Salpetersiiure. Man erhilt so eine dunkle, 
griinliche Fallung, die abgenutscht und mit Wasser gewaschen 
wird. Zur Reinigung wird diese Masse mit warmem Methylalkohol 
digeriert. Nach dem Absaugen hinterbleibt die Neoxanthobilirubin- 
siure als hellgriiner Niederschlag, der trocken 0,3—0,4 g wiegt 
und eine 60°/,ige Rohausbeute darstellt. 

Die so erhaltene Siiure ist in Methylalkohol sehr schwer 
léslich; sie wird deshalb aus Eisessig umkrystallisiert und fillt 
daraus in gut ausgebildeten, linealférmigen Prismen an. Aus Kis- 
essig—Methylalkohol krystallisiert die Siiure in langen Nadeln. 
Schmelzp. 244°, reinst 246°. 

Der Mischschmelzpunkt mit analytischer Neoxanthobilirubin- 
siure (Schmelzp. 227°) liegt bei 226—227°, zeigt also keine De- 
pression; der mit synthetischer Siiure nach H. Fischer und Adler 
(Schmelzp. 242°) liegt bei 240° 

Mit Ehrlichs Reagens tritt in der Hitze Griinfirbung aut 
und Entstehung eines zweibandigen Spektrums im Rot analog der 
analytischen Neoxanthobilirubinsiure. 

(Die Ansiitze kénnen auch in Mengen bis zu 10 g im Hand- 
autoklaven mit 10°/,igem Natriummethylat + Wasser behandelt 
werden, ohne daB die Ausbeute wesentlich sinkt.) 

Analyse; aus Eisessig umkrystallisiert, bei 100° i. Hochvak. getrocknet. 

5,320 mg Subst.: 12,990 mg CO,, 3,355 mg H,O — 2,475 mg Subst.: 
0,217 cem N (18°, 717 mm). 

C,sH, .N,O, (288,2) Ber. C 66,62 H 7,00 N 9,72 
Gef. ,, 66,59 ,, 7,06 ,, 9,70. 

Hydrierung mit Kisessig-Jodwasserstotisiiure (S. 162) fiihrt zu 
Neobilirubinsaure, deren Umsetzung mit Benzaldehyd ergibt das 
Kondensationsprodukt mit dem Schmelzp. 276° In Mischung mit 
analytischem Material (Schmelzp. 248°) tritt bei 260° Schmelze ein. 

Iso-neoxanthobilirubinsiure (XII). Je 0,2 g des symmetrischen 
Mesobilirubins-III@ werden mit 2,5 g Resorcin im Reagenzglas 
30 Sekunden iiber freier Flamme zum Sieden erhitzt. Nach kurzem 
Abkiihlen wird die Schmelze in etwa 150 ccm Wasser gegossen. 
Hs tritt sehr schnelle Ausflockung ein. Man nutscht ab, schlimmt 
init Methylalkohol auf, saugt wieder ab und krystallisiert aus 
heiBem EHisessig um. 

Die beim Erkalten anfallenden gelben Prismen haben die 
gleiche, fast rechtwinklige Form derjenigen der Neoxanthobili- 
rubinsiiure. Sie werden abfiltriert, mit Methylalkohol und Ather 


gewaschen. 
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Der Schmelzpunkt liegt so bei 237—239° und steigt bei 
weiterem Umkrystallisieren auf 242°. Mischschmelzpunkt mit ana- 
lytischer Siure (Schmelzp. 227°) ist 227°, mit synthetischer Neo- 
xanthobilirubinsiiure (Schmelzp. 244°) ist 225—226° 

Die Iso-neoxanthobilirubinsiure ist in Methylalkohol eben- 
falls schwer léslich, aber noch umkrystallisierbar. 

Analyse; aus Methylalkohol umkrystallisiert, bei 100° i. Hochvak. getr. 

4,710 mg Subst.: 11,555 mg CO,, 3,020 mg H,O. — 2,905 mg Subst. : 
0,249 eem N (19°, 719 mm). 

C,,H2,N,0, Ber. C 66,62 H 7,00 N 9,72 
Gef. ,, 66,91 ,, 7,16 ,, 9,48. 

Beim Erhitzen mit Ehrlichs Reagens tritt ebenfalls die 
Grinfirbung mit dem charakteristischen Bandenspektrum auf. 

Hydrierung mit Kisessig—Jodwasserstoff fiihrt zur Iso-neo- 
bilirubinsdiure. Die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches wird, wie 
S. 162 angegeben ist, durchgefiihrt. Der Schmelzpunkt der Iso- 
neobilirubinsiiure liegt bei 194°. 

Das Kondensationsprodukt mit Benzaldehyd wird wieder nach 
der oben genannten Vorschrift dargestellt. Es ist im Aussehen 
und Verhalten dem der Neobilirubinsiiure gleich, schmilzt aber 
bei 273° In Mischung mit analytischem Material (Schmelzp. 248 °) 
tritt bei 260° Schmelze ein; in Mischung mit dem entsprechenden 
Derivat der synthetischen Neobilirubinsiiure (Schmelzp. 276°) bei 
246—247° Dieser letztere Mischschmelzpunkt ist also iden- 
tisch mit dem Schmelzpunkt des analytischen Produktes. Auch 
gibt die Mischung der synthetischen JIsomeren mit analytischem 
Produkt keine Depression im Schmelzpunkt. 

Neoxanthobilirubinsdure-methylester. Der Methylester ist in 
Methylalkohol mittelschwer liéslich, in Athylalkohol leicht léslich. 
Kr wird aus heiBem Methylalkohol umkrystallisiert und fallt in 

schlecht ausgebildeten, meist spindelf6rmigen Krystallen an mit 
wechselnden, nicht exakt meBbaren Winkeln. 

Neoxanthobilirubinsiure-methylester: 


F mepre ae 
a 


Bigs. 2. 


Der Schmelzpunkt legt bei 174°; der Mischschmelzpunkt 
mit analytischem Ester (Schmelzp. 190—191°) bei 158°. 
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Iso -neoxanthobilirubinsiure-methylester. Der Methylester ist 
auBerordentlich schwer léslich in Methylalkohol, etwas leichter 
léslich in Athylalkohol. Umkrystallisiert wird er aus einer Mischung 
von Methylalkohol und Athylalkohol (2:1). Er bildet sehr schéne, 
lange Prismen mit scharfen Kanten und dem Winkel 42—45° 


[= 43° (+ 2%]. ay 
“NS SO 
% »* 














Fig. 2. 

Manchmal ist die kurze Kante leicht gebogen. Die an den 
Bogen gelegten beiden Tangenten bilden dann mit der langen 
Kante Winkel von 40° bzw. 54° im Mittel. 

Der Schmelzpunkt ist 204°. In Mischung mit analytischem 
Ester (Schmelzp. 191°) sinkt er auf 200°, in Mischung mit synthe- 
tischem Neoxanthobilirubinsiure-methylester (Schmelzp. 174°) auf 
160°—161°. 

Trennung des analytischen Estergemisches. Der Methylester 
der analytischen ,,Neoxanthobilirubinsiiure* wird 3mal aus einer 
Mischung von Methyl- und Athylalkohol (2:1) umkrystallisiert. 
Schmelzp. 198°. 

Dann wird aus Methyl- und Athylalkohol (1:1) (Schmelzp. 201,5°) 
und schlieflich aus derselben Mischung, aber 1:2 umkrystallisiert. 
Der Schmelzpunkt steigt dann auf 203°. Die Mischprobe mit 
Iso- neoxanthobilirubinsiiure-ester (Schmelzp. 205°) schmilzt bei 
205°, gibt also keine Depression. 

Die Krystalle sind in der Form vollstiindig identisch mit denen 
des Iso-neoxanthobilirubinsiure-esters. 

Der so isolierte Ester wird durch 20 Minuten Erhitzen mit 
5°/,iger Natronlauge auf dem siedenden Wasserbad verseift. Mit 
50°/,iger Essigsiiure angesiuert, fallt die Iso-neoxanthobilirubin- 
siiure vom Schmelzp. 231° aus, der nach nochmaligem Umkrystalli- 
sieren der Siure mit Hisessig—Methylalkohol auf 240—241° steigt. 
Mit synthetischer Iso-neoxanthobilirubinsiure tritt keine Schmelz- 
punktsdepression ein, mit synthetischer Neoxanthobilirubinsiure 
aber Abfall auf 227—228° 

Da es nicht gelingt, aus den vereinten alkoholischen Mutter- 
laugen nennenswerte Mengen des isomeren Neoxanthobilirubin- 
siiure-methylesters zu isolieren, scheint er schon bei der Darstellung 
in der Hauptsache im iatherischen Filtrat gelést zu bleiben, 
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Zur besseren Ubersicht seien nochmals alle Schmelzpunkte 


und Mischschmelzpunkte angefiihrt: 


Neo- und Iso-neoxanthobilirubinsiure. 


Neoxanthobilirubinsiure 
[so-neoxanthobilirubinsiure 
Mischkrystallisation 

Analyt. ,, Neoxanthobilirubinsiure“ 
Analyt. ,,N.“ + synthet. N. 

Analyt. ,,N.“ + synthet. Iso-m. . . 
Analyt. ,,N.“ + synthet. Mischkryst. 


ee 245° 


242° 
226° 
227° 
227° 
227° 
226°. 


Neo- und Iso-neoxanthobilirubinsiure-methylester. 


Neoxanthobilirubinsiure-methylester 
iso-neoxanthobilirubinsiiure-methy lester 
Mischung . . 

Analyt.  Neoxanthobilirubinsiure- -methylester“ 
Mischung (umkryst. aus Methylalkohol) . 
Analyt. ,,N.-ester“ + synthet. N.-ester 
Analyt. ,,N.-ester“ + synthet. Iso-n.-ester 


eerie 174° 


205° 
160—161° 
190—191° 
190° 
158° 
200°. 


Neo- und Iso-neobilirubinsiure-benzylidenverbindung. 


Neobilirubinsiure-benzylid. 
Iso-neobilirubinsiure-benzylid. 

Mischkrystallisation 

Analyt. ,,Neobilirubinsiure- benzylid. | 

Analyt. ,,Neob.-benzylid.“ + synthet. Neob. ‘benz. 
Analyt. ,,Neob.-benzylid.“ + synthet. Iso-neob.-benz. 
Analyt. ,,Neob.-benzylid.“ + Mischkrystallisation 
Synthet. Neob.-benzylid. + Mischkrystallisation . 
Synthet. Iso-neob.-benzylid. + Mischkrystallisation . 


Xantho- und Iso-xanthobilirubinsiuren. 


Xanthobilirubinsiure 
[so-xanthobilirubinsiure 
Mischkrystallisation 
Analyt. ,,Xanthobilirubinsiure“ . 
Analyt. ,,X.“ + synthet. X. 

Analyt. ,,X.“ + synthet. Iso-x. , 
Analyt. ,,X.“ + Mischkrystallisation 
Synthet. X + Mischkrystallisation 
Synthet. Iso-x. + Mischkrystallisation . 


Schmelzp. 276° 


273° 
247—248° 
248° 

260° 

260° 
247—248° 
262° 
261°, 


. 287° 


289° 
274—275° 
273° 
278° 
273° 
273° 
274° 
274—275°. 


Xantho- und Iso-xanthobilirubinsiure-methylester. 


Xanthobilirubinsiiure-methylester 
[so-xanthobilirubinsiure-methylester 


Mischung 


Mischung (aus Chloroform-Petrolither umkryst.) 
Analyt. ,,Xanthobilirubinsiure-methylester“ 


[Vgl. B. 47, 2883 (1914)). 


Xantho- und Iso-xanthobilirubinsiure. 10 ¢ 4,3’,5’-Trimethyl- 


Schmelzp. 212° 


198° 
176° 
192—194° 
212°, 


3-ithyl-4’- propionsiure-5-brom - pyrromethen-bromhydrat bzw. 
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3,3’,5’- Trimethy] - 4-ithyl- 4’- propionsiure-5- brom - pyrromethen- | 


bromhydrat werden mit 100 ccm 10°/,igem Natriummethylat im 
Glaseinsatz des Handautoklaven gut verriihrt und im Handautoklaven 
4 Stunden auf 175—180° erhitzt. Das Reaktionsprodukt wird in 
500 ccm Wasser gegeben mit einigen Stiickchen Eis; dann wird 
die Xantho- bzw. Iso-Xanthobilirubinsiure mit 50°/,iger Essigsiure 
ausgefillt, abfiltriert, zuerst mit Wasser und dann mit Methylalkohol 
gewaschen. Das getrocknete Rohprodukt wird aus der Hiilse mit 
etwa 40 ccm Pyridin extrahiert. Nach beendeter Extraktion wird 
abfiltriert, mit Methylalkohol und Ather gewaschen. Ausbeute: 
3,5—4,0 g = 50—609/, d. Th. 


Mesobilirubin-XIII~. (1). a) Kondensation von Neoxantho- 
bilirubinsiure synthet. mit Formaldehyd. 1 g Neoxantho- 
bilirubinsiure wird mit 3 ccm 40°/,igem Formaldehyd verriihrt, 
mit 2 ccm konzentrierter Salzsiiure versetzt und 5 Minuten stehen 
gelassen. Die braungriine Reaktionsmasse wird dann mit Wasser 
verdiinnt und abgesaugt. Der Riickstand wird mit Methylalkohol 
gewaschen und aus Pyridin umkrystallisiert. Man erhilt das Meso- 
bilirubin-XUTe so in guter Ausbeute in feinen Nadeln vom 
Schmelzp. 310° Aus Chloroform krystallisiert es in Rauten und 
teilweise in sechseckigen Blittchen. 


Herr Professor Dr. Steinmetz, dem wir auch hier nochmals 
herzlichsten Dank aussprechen, hatte die Liebenswiirdigkeit, dic 
Krystalle zu untersuchen. Er berichtet: 

Das Priiparat,aus Pyridinum- 
krystallisiert, zeigt sehr diinne, 
parallel ausliéschende Prismen 
oder Nidelchen. Die Schwin- 
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a a oe gungsrichtung parallel der Liings- 
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ss Sie Py Priparat, aus Chloroform 
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a. und einer Schwingungsrichtung 

von 30—34° gegen die eine 
Begrenzungskante. Daneben 
auch eine Anzahl von sechsseitigen Blittchen von der neben- 
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schwankend, am besten ist der von 45° + 1° ausgebildet, wihrend 
die beiden anderen nur eine MeSgenauigkeit von + 4° ergeben. 

Dementsprechend sind auch die Ausliéschungsrichtungen nur 
ungenau anzugeben. Indessen diirfte an der Identitit der Rauten 
und der Sechsecke kein Zweifel sein.“ 

Im Vergleich dieser Messung mit der friiheren von analytischem 
Mesobilirubin') sagt Herr Professor Dr. Steinmetz: 

Mit den friiher gemessenen Blittchen (Winkel 49—52°) lassen 
sich die obigen Messungen nicht identifizieren.“ 

Noch mehrmals konnte in anderen Chloroform-Krystallisationen 
das Vorkommen von zwei Arten Rauten beobachtet werden, die 
einen mit dem spitzen Winkel von 60°, die anderen mit den 
Winkeln von 75°. Die sechsseitigen Blittchen weisen nun diese 
beiden Winkel auf und scheinen, wie es in der Zeichnung an- 
gedeutet ist, sich nach zwei Richtungen ausbilden zu kénnen. 

Mesobilirubin-XII@ gibt mit analytischem Mesobilirubin 
(Schmelzp. 803°) den Mischschmelzp. 304°, mit Mesobilirubin-II1@ 
(Schmelzp. 321—327°) den Mischschmelzp. 306°. 

Analyse; aus Pyridin umkrystallisiert, bei 90° i. Hochy. getrocknet. 

5,042 mg Subst.: 12,500 mg CO,, 3,185 mg H,O. — 3,710 mg Subst.: 
0,328 ecm N (18°, 717 mm). 

Cy3HyoN,O, (588,32) Ber. C 67,31 H6,85 N 9,52 

Gef. ,, 67,61 oy igen » 9,78. 

Die Gmelinsche Reaktion stimmt in allen Einzelheiten spektro- 
skopisch mit derjenigen des analytischen Mesobilirubins iiberein. 

c) Umsetzung von Brom-pyrromethen-bromhydrat(VII) 
mit Kaliumacetat. 0,5 ¢ Brom-pyrromethen-bromhydrat werden 
in 30 ccm Eisessig aufgeschlammt und mit 0,6 g wasserfreiem 
Kaliumacetat 11/, Stunden zum Sieden erhitzt. Der Kisessig wird 
im Vakuum abgedampft und der Riickstand mit Ather gefillt. 
Die Fallung wird abgenutscht, mit Wasser gewaschen, getrocknet 
und mit Chloroform extrahiert. Der beim Abdestillieren des 
Chloroforms hinterbleibende Riickstand wird aus Pyridin um- 
krystallisiert. Kleine, goldgelbe Nadeln, Schmelzp. 306°; Ausbeute 
etwa 20 mg. Mischschmelzpunkt mit analytischem Mesobilirubin 
(Schmelzp. 302°) liegt bei 304°. 

c) Umsetzung von Neoxanthobilirubinsiure-methyl- 
ither mit Natriummethylat. 0,1 g Neoxanthobilirubinsiure- 
methylither werden mit 3—5 ccm 10°/,igem Natriummethylat im 
Bombenrohr auf 180° 3 Stunden lang erhitzt. Das Reaktions- 


1) H. Fischer u. F. Reindel, Diese Z. 127, 307 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIV. 12 
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produkt wird mit Wasser herausgespiilt und mit 10°/,iger Sal- 
petersiure gefallt. Die Fallung, aus Pyridin umkrystallisiert, er- 
gibt Mesobilirubin-XII1a@, Schmelzp. 310°. 

Mesobilirubin-dimethylather-chlorhydrat-XII¢. 0,1 g Neo- 
xanthobilirubinsaure-methylither werden mit 2 com 45°/,iger Form- 
aldehydlésung verriihrt und mit 2 ccm konz. Salzsiure versetzt. 
Die Suspension nimmt sofort eine intensiv rote Farbe an. Nach 
5 Minuten Stehen verdiinnt man mit Wasser, nutscht ab und 
wiischt mit Wasser gut nach. Ausbeute quantitativ. 

Das Reaktionsprodukt krystallisiert aus Methylalkohol in 
langen, glinzenden, roten Nadeln und ist fast vollstiindig unléslich 
in Ather; in Natronlauge list es sich mit gelber Farbe. 

Beim Erhitzen tritt bei 180—190° Griinfiirbung ein, bei 
295° Schmelze. 

Analyse; aus Methylalkohol (+ 1°/, HCl) umkrystallisiert, bei 70° i. 
Hochvy. getrocknet. 

5,725 mg Subst.: 12,405 mg CO,, 3,545 mg H,O. — 4,345 mg Subst.: 
0,311 eem N (17°, 724 mm). — 3,790 mg Subst.: 1,557 mg AgCl. — 5,760 mg 
Subst.: 3,890 mg AgJ. 

C,,H,,N,0,Cl, (689,31) Ber. C 60,93 H 6,73 N 8,12 Cl10,29 OCH, 8,99 
Get. ,, 59,09 ,, 6,93 ,, 8,02 , 10,16 ,, 8,92. 

Mesobilirubin-dimethylather-XIII« (XVI). 0,2 g Mesobilirubin- 
dimethylither-chlorhydrat-XII@ werden mit 3 ccm Pyridin er- 
wiirmt, dann mit 3ccm Methylalkohol und schlieBlich mit 1—2 ccm 
Wasser bis zum Auftreten einer T'riibung versetzt. Nach kurzer 
Zeit beginnt die freie Base in goldgliinzenden Blittchen aus- 
zukrystallisieren. Ausbeute: 0,16 g = 90°/, d. Th. Der Diither 
lést sich leicht in Pyridin und schwer in Methyl- und Athyl- 
alkohol. Aus Pyridin, Methylalkohol- und Wassergemisch um- 
krystallisiert fallt er in hellgelben Blittchen an. Aus Methyl- 
alkohol allein umkrystallisiert erhilt man ibn in langen Nadeln 
von dunkelgelber Ténung. 

Die Blattchen zeigen beim Erhitzen ab 160° Dunkelfirbung 
und bei 193° Schmelze. 


Analyse; aus Pyridin—-Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert, bei 70° 
i. Hochy. getrocknet. 

4,615 mg Subst.: 11,485 mg CO,, 3,060 mg H,O. — 3,614 mg Subst.: 
0,304 cem N (21°, 715 mm). — 5,800 mg Subst.: 4,585 mg AgJ. 
C,;H,,N,O, (616,4) Ber. C 68,14 H 7,20 N 9,08 OCH, 10,06 

Gef. ,, 67,87 ,, 7,42 ,, 9,19 » 10,44. 
Molekulargewichtsbestimmung (nach Rast). 
0,0052 g Subst.; 0,034 g Campher; 10° Depression. 
C,;H,,N,O, Mol.-Gew. Ber. 616,4 Gef. 610,0. 
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Gmelinsche Reaktion des Mesobilirubin-dimethylathers-XIIc. 
Die Gmelinsche Reaktion des Mesobilirubin-dimethyliithers sowie 
seines Chlorhydrats ist positiv, zeigt aber einen anderen Verlauf 
als bei analytischem Mesobilirubin oder Mesobilirubin-XII1«. 

Die gelbe Chloroformlésung wird nach Zusatz des Gmelin- 
schen Reagens dunkelgelb, dann griin und griinblau. Hier bleibt 
die Reaktion fiir einige Zeit stehen; dann beginnt schnelle Auf- 
hellung zu Gelb und Zersetzung. 

Spektroskopisch ist der Verlauf folgender: 

In der gelben Phase liegt die Endabsorption bei 517 my, in 
der griinen Phase tritt ein Streifen I bei etwa 680—650 uy auf, 
in der griinblauen Phase kommt hinzu ein Streifen If von 640 bis 
600 wp. Die Endabsorption ist in den beiden letzten Phasen auf 
etwa 400 wu nach Violett geriickt; eine allgemeine Beschattung 
reicht von 690—590 uu. 

Dimethylester des Mesobilirubin-dimethylathers-XII«. Der Ester 
wird mit Diazomethan in Ather wie iiblich dargestellt. Die Ather- 
lisung wird eingeengt und zur Trockene abgesaugt. Der Riick- 
stand, aus Methylalkohol umkrystallisiert, gibt beim Erkalten gut 
ausgebildete, gelbe Blittchen vom Schmelzp. 144° Der Ester 
ist leicht lislich in Ather und in Chloroform, schwer lislich in 
Methylalkohol. Mit Salzsiure bildet er ein rotes Chlorhydrat. 
Das Verhalten zu Gmelins Reagens ist analog dem der Siure. 











85° 
Fig. 4. 


Herr Professor Dr. Steinmetz hat die Krystalle gemessen 
und berichtet: ,Sehr scharf ausgebildete 6 seitige Tafeln mit den 
obenstehenden Winkeln, deren MeBgenauigkeit + 0,5° betriigt. 
Die eine Schwingungsrichtung ist der am kleinsten ausgebildeten 
Kante praktisch parallel, gegen die am lingsten ausgebildete 
Kante ist sie 5° geneigt.“ 


Analyse; aus Methylalkohol umkrystallisiert, bei 70° i. Hochv. ge- 
trocknet. 

4,600 mg Subst.: 11,665 mg CO,, 3,115 mg H,O. — 2,615 mg Subst.: 
0,213 eem N (19°, 720 mm). — 5,155 mg Subst.: 7,790 mg AgJ. 
12* 





172 Walter Siedel und Hans Fischer, Konstitution d. Bilirubins, usw, 


C5,H,sN,O, (644,88) Ber. C 68,90 H 7,51 N 8,69 OCH, 19,24 
Gef. ,, 69,16 ,, 7,58 ,, 9,02 . wae. 
Verseifung zu Mesobilirubin-XIII,« (I). 0,1 g Mesobilirubin- 
dimethylather-XIIIa@ wird in 6 ccm Cyclohexan aufgeschlimmt 
und mit 1,2 g feinpulverisiertem, wasserfreiem Aluminiumchlorid 
auf dem Sandbad 30 Minuten zum Sieden erhitzt. Dann wird 
unter Kiihlung mit Wasser versetzt. Nach weiterem Zusatz von 
2 ccm 10°/,iger HCl wird das Cyclohexan auf dem siedenden 
Wasserbad abdestilliert und die zuriickbleibende wiBrige Sus- 
pension abgenutscht. Der Riickstand wird mit Wasser, Methyl- 
alkohol und Ather gewaschen und schlieBlich noch 2mal mit 
Methylalkohol aufgeschlimmt. Dann wird in Chloroform gelist, 
filtriert, eingeengt und mit Methylalkohol zur Krystallisation ge- 
bracht. Nochmals aus Pyridin umkrystallisiert, erhilt man kleine, 
goldgelbe Nadeln. Ausbeute: 60 mg = 63°/, d. Th. Schmelz- 
punkt 309°; im Mischschmelzpunkt mit oben dargestelltem Meso- 
bilirubin-XI1Te tritt keine Depression ein. 
Analyse; aus Pyridin umkrystallisiert, bei 90° i. Hochv. getrocknet. 
4,600 mg Subst.: 11,355 mg CO,, 2,850 mg H,O. — 2,625 mg Subst.: 
0,230 cem N (21°, 716 mm). 


C,3H,,N,O, (588,32) Ber. C 67,31 H6,85 N 9,52 
Gef. ,, 67,82 ,, 6,98 ,, 9,58. 


Die angegebenen Schmelzpunkte sind als unkorrigiert zu ver- 
stehen. Sie kénnen mit Hilfe der folgenden Korrekturtafel 
der Schmelzpunkte auf den absoluten Wert gebracht werden: 
































Gemessen | Korrigiert | Gemessen | Korrigiert | Gemessen | Korrigiert 
0 0 0 0 0 0 
= —— = : — = 
0 0 
10 10,2 110 111,5 210 215,5 
20 20,3 120 122,1 220 226,0 
30 30,4 130 132,2 230 236,5 
40 40,5 140 142.5 240 247,0 
50 50,6 150 153,0 250 257,0 
60 60,7 160 163,5 260 267,0 
70 70,8 170 174,0 270 277,5 
80 80,9 180 184,5 280 288,0 
90 91,0 190 195,0 290 299,0 
100 101,0 200 205,5 300 309,5 
310 320,0 
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Die Beziehung des Cholestenons zum Cholesterin. 
Cholestenon, das Keton des Allo-cholesterins. 


Von 


Kurt Bonstedt. 


(Aus dem Allg.-Chemischen Universitétslaboratorium Géttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1932.) 


Bei der Konstitutionsermittlung des Cholesterins war das 
einfach ungesittigte Keton, das Cholestenon, von groBer Bedeutung. 
Diels und Abderhalden!’) haben diese Verbindung zuerst dar- 
gestellt, indem sie Cholesterin mit Kupferoxyd auf 280—300° 
erhitzten. Windaus?’) beschreibt dann spiter ein Verfahren, das 
die Darstellung bei niedrigerer Temperatur erméglichte. An die 
Doppelbindung des Cholesterins wurde ein Mol Brom addiert 
und dann das so erhaltene Cholesterin-dibromid mit Chromsiure 
in Kisessig zum Cholestenon-dibromid oxydiert, aus welchem durch 
Kochen mit Zinkstaub in essigsaurer Liésung die beiden Brom- 
atome unter Riickbildung einer Doppelbindung herausgenommen 
wurden. Windaus zog daher den SchluB, daB bei der Bildung 
des Ketons aus dem Alkohol eine Umlagerung wahrscheinlich 
nicht stattgefunden habe. 

Uber die gegenseitige Lage der Doppelbindung und der 
Carbonylgruppe konnte aus dem chemischen Verhalten nichts 
Sicheres geschlossen werden. Cholestenon liefert mit Hydroxyl- 
amin ein normales Oxim und ein Oxaminoxim.') Dies Verhalten 
deutet auf ein «,f-Olefinketon. Ebenso ist das Verhalten des 
Cholestenons bei der Reduktion mit Natrium und Amylalkohol 
[Diels und Abderhalden’*)] mit einer «,/-ungesittigten Natur 
vereinbar. Windaus?’) fand jedoch, daB Cholestenon mit Natrium- 
amalgam in Alkohol zu einem ,,Pinakon“ reduziert werden konnte, 
das ungesittigt ist und keine Keton-Eigenschaften besitzt. Dies 
Verhalten wiirde gegen die «,#-Stellung der Doppelbindung sprechen. 





1) Ber. chem. Ges. 37, 3092 (1904). 2) Ber. chem. Ges. 39, 518 (1906). 
5) Ber. chem. Ges. 39, 884 (1906). 
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Die Frage, ob im Cholestenon ein «,f- oder ein £,y-ungesittigtes 
Keton vorliegt, konnte durch das chemische Verhalten nicht ent- 
schieden werden. Ebenso blieb es unentschieden, ob das Chole- 
stenon das dem Cholesterin zugehérige Keton ist. 

Vor kurzem haben nun Menschick, Page und Bossert?) 
auf absorptions-spektrometrischem Wege den Nachweis erbracht, 
daB das Cholestenon ein a,f-ungesittigtes Keton sein muB. Ferner 
geht aus friiheren Versuchen hervor, daB im Cholestenon sowohl 
Ketogruppe als auch Doppelbindung in ein und demselben Ring 
stehen miissen, da sonst der Abbau zu der Ketocarbonsiiure 
C,,H,,0,7) mit der neuen Formel nicht in Kinklang zu bringen 
wire. Dem Cholestenon wurde daher folgende Formel (I) zuerteilt. 


C,H, C,H, 
a CH, CH CH, CH, CH 
Y 
Ci G cH, Ch, ie sa 
| | | 
CH, CH, CH CH--——CH, CH, CH, be CH———CH, 
ee i tie al 
CH, C CH oo G CH 
| | 
aa O bu, HOCH OG CH, 
alll ae OP i 
CH WH, CH, CH 
I II 


Tschesche’) halt es noch fiir ungewiB, ob sich auch im Chole- 
sterin die Doppelbindung in @,f-Stellung befindet, doch hat dies 
wenig Wahrscheinlichkeit an sich. Durch die Versuche von 
Windaus und Stein‘) diirfte bewiesen sein, daf sich im 
Cholesterin Hydroxyl und Doppelbindung in verschiedenen Ringen 
befinden. Gerade diese Beobachtungen in Gemeinschaft mit den 
Befunden von Tschesche lassen sich auf Grund der neuen Formel 
unméglich mit einer «,f-Stellung von Hydroxyl und Doppel- 
bindung im Cholesterin vereinigen. Windaus ) hat auf ver- 
schiedenen Wegen zu zeigen gesucht, da8 im Cholesterin die 
Doppelbindung in #,y-Stellung vorliegt. Unter Beachtung dieser 
Befunde mu8 die Formel des Cholesterins durch (II) wiedergegeben 
werden. 





1) Liebigs Ann. 495, 225 (1932). 

*) Windaus, Ber. chem. Ges. 39, 2008 (1906); 50, 133 (1917). 

5) Liebigs Ann. 498, 185 (1932). ‘*) Ber. chem. Ges. 37, 3702 (1904). 
5) Ber. chem. Ges. 36, 3755 (1903); 39, 2254 (1906). 
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Die Beziehungen zwischen Cholesterin und Cholestenon konnten 
yon mir nun noch auf einem anderen Wege nachgewiesen werden. 
Wenn man an das Cholesterin 1 Mol Chlorwasserstoff anlagert, 
so entsteht ein Hydrochlorid (II), aus dem durch Behandeln mit 
wasserfreiem Kaliumacetat in siedender, absolut alkoholischer 
Liésung 1 Mol Chlorwasserstoff wieder abgespalten werden kann; 
dabei entsteht, wie Windaus’) vor einigen Jahren zeigte, ein 
Isomeres des Cholesterins, das er Allo-cholesterin nannte. Unter 
Zugrundelegung der neuen Formel fiir das Cholesterin muB dem 
Allo-cholesterin die Formel (IV) zugeschrieben werden. 


Wird nun Allo-cholesterin in einer Suspension in Hisessig 
mit einer Lisung von Chromsiiure-anhydrid in der Kilte ge- 
schiittelt, so entsteht reichlich Cholestenon; daneben wurde noch 
Cholestendion (Oxycholestenon) isoliert. Cholesterin in der gleichen 
Weise behandelt, liefert keine Spur Cholestenon, sondern, wie 
schon Mauthner und Suida?) gezeigt haben, entsteht hierbei 
a-Cholestenonol (a-Oxycholestenol), Cholestendion (Oxycholestenon) 
und Cholestandionol (Oxycholestendiol). Hieraus geht also mit 
aller Deutlichkeit hervor, da& das Cholestenon nicht das dem Chole- 
sterin zugehérige Keton, sondern das des Allo-cholesterins ist. 


Versuchsteil. 
Oxydation von Allo-cholesterin mit Chromsaure. 

5 g reines Allo-cholesterin werden in 300 ccm Kisessig sus- 
pendiert und mit einer Lésung von 5 g Chromsiure-anhydrid in 
wenig Wasser versetzt. Diese Mischung wird dann etwa 7 Stunden 
auf einer Schiittelmaschine kriftig geschiittelt. Nach dieser Zeit 





1) Liebigs Ann. 453, 101 (1927). 
*) Mh. Chem. 17, 579 (1896); vgl. auch Windaus, Ber. chem. Ges. 39, 
2249 (1906). 
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C.H,; ria 
CH, CH, CH CH, CH, CH 
i ae ee ae es 
CH, U OH, CH, ov OH, 
| | | | | | 
CH,CH,CH  CH——CH, CH,CH,CH  CH——CH, 
Pe le ll File ie ll 
(i, o Ci CH, 6 CH 
| | | | | 
HOCH dcr CH, HOCH Cc CH, 
© a il le ee 
CH, OH, GH On, 
Ill IV 
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ist das Allo-cholesterin véllig in Lésung gegangen und die Fiiissig- 
keit zeigt eine rein griine Farbe. Die Hauptmenge des LHisessigs 
wird dann im Vakuum abdestilliert, der Riickstand mit Ather auf- 
genommen und zur Beseitigung der letzten Reste Kisessigs mit 
Wasser gewaschen. Mit 2n-Natronlauge wird dann eine Trennung 
in saure und neutrale Anteile vorgenommen. Nach dem Einengen 
der aitherischen Lésung der neutralen Fraktion scheiden sich feine 
Krystalle ab, die nach dem Abfiltrieren in Ather gelist und mit 
50°/, iger Kalilauge geschiittelt werden. Es bildet sich dabei das 
gelbe Kaliumsalz des Oxycholestenons. Die aitherische Lésung liefert 
nach dem Einengen einen Stoff, der aus Essigester—Methanol 
umkrystallisiert bei 79—80° schmilzt. Mit Cholestenon aus Chole- 
sterin mit Kupferoxyd gibt er keine Depression. 

3,575 mg Subst.: 11,080 mg CO,, 3,75 mg H,0O. 

C,,H,,O Ber. C 84,29 H 11,54 
Gef. ,, 84,53  ,, 11,74. 
0,0498 g Subst.: 2 cem Chloroform. 
l=1dm a@=+ 2,21° a2° = + 88,8. 
Cholestenon aus Cholesterin mit Kupferoxyd bereitet, Schmelzp. 79—80 °. 
0,0508 g Subst.: 2 cem Chloroform. 
l=1dm o=+2,30° o}* = + 90,5. 

Auch das Absorptionsspektrum ist mit dem des Cholestenons 
vollig identisch. 

Aus dem Kaliumsalz des Oxycholestenons wurde nach dem 
vorsichtigen Ansiiuern mit Essigsiiure das charakteristische Phe- 
nylhydrazon des Oxycholestenons erhalten, das bei 271° schmilzt 
und mit Oxycholestenon-phenylhydrazon keine Depression gab. 














Uber die mikroanalytische Bestimmung von Pikrolonsaéure 
mit Hilfe von Acridin. 


Von 


Herbert Schiedewitz. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Dezember 1932.) 


Die elementare Zusammensetzung der Pikrolonsiure unter- 
scheidet sich nur wenig von derjenigen der meisten biochemisch 
wichtigen Basen, zu deren Kennzeichnung sie verwendet wird. 
Die Analyse l48t daher hiufig im Unklaren dariiber, ob ein 
Mono- oder Dipikrolonat vorliegt. Von dieser Uberlegung aus- 
gehend haben W. Zimmermann und Cuthbertson’) eine Brom- 
pikrolonsiure hergestellt; der Bromgehalt ihrer Salze liegt ge- 
niigend weit auseinander und lift sich mikroanalytisch bestimmen. 
Die Siure ist aber nicht leicht in gréBeren Mengen zugiinglich, 
so daB sie beim priparativen Arbeiten die kiufliche Pikrolon- 
siiure nicht ersetzt. Es blieb daher der Wunsch bestehen, in den 
Pikrolonaten den Gehalt an Pikrolonsiiure leicht und mit kleinen 
Substanzmengen zu bestimmen. Die Wigung der mit Ather 
extrahierten Siure erfordert gréBere Mengen ihrer Salze, die Be- 
stimmung ist auch nicht bequem und genau genug. Ich habe 
daher in Anlehnung an einen Vorschlag von Anschiitz’), der 
Acridin zur Analyse von Pikraten benutzte, die Pikrolonsiiure 
als Acridinpikrolonat bestimmt. 

Darstellung von Acridinpikrolonat: 1,8 g Acridin wurden in 
2 Liter Wasser und 15 ccm konzentrierter Salzsiure gelist und 
zu dieser Lésung 2,64 g Pikrolonsiiure in 1300 ccm heibem Wasser 
zugegeben; das ausfallende Acridinpikrolonat krystallisierte in 
voluminésen Massen von Nadeln und war sofort analysenrein und 
frei von Krystallwasser. Ausbeute 4,44 g = 100°/,. 

Zur Analyse wurde bei 100° im Vakuum iiber KOH getrocknet. 

4,715 mg Subst.: 10,740 mg CO,, 1,640 mg H,O. — 3,665 mg Subst.: 
0,511 eem Ny, (23°, 757 mm). 


1) Diese Z. 205, 38 (1932). 
*) Ber. chem. Ges. 17, 488 (1884). 
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Fir C,;H,N + C,,H,O,N, (443,2) Ber. © 62,28 H 3,87 N 15,81 
Gef. ,, 62,138 ,, 3,89 ,, 16,02. 

Léslichkeit: 0,44 mg fiir 100 cem Wasser bei 20°. 

Ausfiihrung: Die zu analysierende Substanz wird unter 
Zusatz von 1 ccm verdiinnter Salzsiure in 20 ccm heiBem Wasser 
gelést und mit 15 ccm einer salzsauren 0,3°/,igen Acridinlésung 
versetzt. Das sehr voluminés ausfallende Acridinpikrolonat wird 
wie bei der Preglschen Halogenbestimmung auf ein Filterréhrchen 
iibergesaugt, mit etwa 40 ccm Wasser nachgewaschen, bei 120 bis 
130° getrocknet und gewogen. Dabei tritt Gewichtskonstanz erst 
nach etwa 11/, Stunden ein, weil das Filterréhrchen wegen der 
geringen KorngréBe der Fillung mit mehr Asbest als iiblich be- 
schickt wird. 

Beleganalysen. 
Verwendet wurden analysenreine Substanzen. 




















: Acridin- 0 . . 
Pikrolonat Snug /) Pikrolonsiure 
Minwage pikrolonat |- ies 
bites mg mg gef. ber. 
y-Methylguanidobuttersiure 12,940 13,720 63,18 62,41 
7,786 8,210 62,84 
eae 12,6380 14,650 69,13 69,28 
6,702 7,700 68,47 | 
e-Guanidocapronsiiure. . . 7,905 7,960 60,02 | 60,41 
8,260 8,420 60,74 
«,6-Diaminobutan (Di-) . . 5,980 8,530 84,98 | 85,71 
6,202 8,780 84,35 
CS ee ee 9,870 11,630 70,22 | 71,15 
8,365 10,160 72,38 | 
a-Naphthylamin ..... 8,150 9,060 66,24 64,86 
12,590 13,620 64,46 
EE. 4. a ee Ke 8,725 10,960 74,85 75,63 
8,690 11,170 76,60 
Histidin (Mono-) ..... 8,290 8,760 62,97 63,01 
8,615 8,950 61,90 
Histidin(Di-). .. 2... 8,670 11,100 76,30 77,30 
8,335 10,750 76,85 | 











Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 


Bei der Ausarbeitung des Verfahrens wurde ich in dankens- 
werter Weise von Herrn Herrler unterstiitzt. 
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Hine einfache Methode zur Bestimmung kleinster Brommengen 
neben einem grofen ChloriiberschuB. 


Von 
Fritz Hartner. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Chem.-Serol. Laboratorium der Stédtischen und Universitatsklinik 
fiir Gemiits- und Nervenkranke in Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. November 1932.) 


Das Problem der Bestimmung kleinster Brommengen neben einem 
groBen Chloriiberschu8 ist in jiingster Zeit wieder akut geworden, da die 
Angabe von Zondek und Bier'), da8 beim manisch-depressiven Irresein 
(und nur bei diesem) der Bromgehalt des Blutes gegeniiber der Norm er- 
heblich herabgesetzt sei, die Frage nach dem ,,normalen Bromspiegel“ und 
dessen Veriinderungen unter pathologischen Umstiinden in den Vordergrund 
des Interesses geriickt hat. Nachdem Fleischhacker und Scheiderer?) 
in einer ausfiihrlichen Arbeit gezeigt haben, daB die von den genannten 
Autoren bei ihren Untersuchungen benutzte Romansche Brombestimmungs- 
methode auf falschen Voraussetzungen aufgebaut ist, und daB die mit ihr 
gewonnenen Resultate infolgedessen keinerlei Riickschliisse auf die tatsiich- 
lichen Verhiiltnisse gestatten, erschien es von grundsitzlicher Bedeutung, 
eine Methode auszuarbeiten, die es erlaubt, Brom in Mengen von 10 bis 
etwa 1000 y neben 100 mg und mebr Chlor mit einiger Sicherheit zu be- 
stimmen und so eine Nachpriifung der Hypothesen von Zondek und Bier 
méglich zu machen. 

Schon im Jahre 1885 haben Berglund und Nencki’*) ver- 
sucht, durch KMnO, in der Kalte eine elektive Oxydation von Br’ 
zu Br, bei Gegenwart von Clzu erzielen, das gebildete Brom durch 
einen Luftstrom in eine mit KJ-Stiirkelésung beschickte Vorlage 
iiberzuleiten und das frei werdende Jod titrimetrisch zu bestimmen. 
Ks ist aber schon lange bekannt, da dieses ohnehin nicht sehr 
zuverlissige Verfahren (ebenso, wie seine ziemlich zahlreichen 
Moditikationen) véllig versagt, wenn es sich um die Bestimmung 
sehr kleiner Brommengen handelt. Erstens wird nimlich auch Cl’ 
durch KMnO, schon in der Kilte recht merklich angegriffen, und 
zweitens gelingt es selbst bei stundenlangem Durchleiten des Luft- 
stromes nicht, alles Brom quantitativ in die Vorlage iiberzufiihren. 
(Wenn das Verfahren gelegentlich richtige Werte liefert, so scheinen 
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diese durch eine gegenseitige Kompensation dieser beiden Fehler- 
quellen zustande zu kommen). 

Die Einwirkung von KMnO, auf Cl’ laBt sich aber hint- 
anhalten, wenn man in ziemlich schwach saurer Lisung arbeitet 
und etwas Mangan-II-sulfat zusetzt, und die quantitative Uber- 
fiihrung des Broms in die Vorlage gelingt verhiltnismiBig leicht, 
wenn man das Brom in einer starken Salzlésung (am besten Na,SO,) 
in Freiheit setzt und gegen Ende des Prozesses in der Lésung 
irgendein indifferentes Gas (,,T'reibgas“), z. B. CO,, entwickelt. 

Darauf griindet sich das im folgenden beschriebene Verfahren. 
(Vgl. die Figur.) 


















































Bei dem Aufbau der Apparatur mu8 auf folgende Punkte sorgfiltig 
geachtet werden: 

1. Die Rohrleitungen diirfen nach Méglichkeit keine scharfen Krim- 
mungen aufweisen; es ist deshalb nicht ratsam, die zweite Vorlage in 
gleiche Héhe, wie die erste zu stellen und das Einleitungsrohr im Bogen 


einzufiihren. 


2. Die Rohre e und e’ miissen innen absolut trocken sein; Feuchtig- 
keitshiute halten mit so groBer Hartniickigkeit Brom zuriick, da8 unter Um- 
stiinden iiberhaupt nichts davon in die Vorlage gelangt. 

8. Die Winde des Kolbens a miissen vor Versuchsbeginn mit Filtrier- 
papier trocken gewischt werden, und es ist darauf zu achten, daB sie wih- 
rend der Ausfiihrung einer Analyse méglichst wenig bespritzt werden. Bei 
der CO,Entwicklung pflegen sie feucht zu werden; in diesem Stadium der 
Analyse werden dadurch aber keine erheblichen Fehler mehr verursacht. 

Die GréBe des Kolbens a wihit man zweckmissig zu 100 ccm, die der 
Saugflaschen zu 200 ccm und benutzt als Vorlagen starkwandige Reagens- 
gliser (,,Wassermanngliser“) vom Format 90:12 mm. 
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Die Ausfiihrung einer Bestimmung vollzieht sich wie folgt: 

Die Br’- und Cl’-haltige Lésung wird, wenn nétig, mit Schwefel- 
siiure oder Natronlauge neutralisiert, mit Natriumsulfat gesittigt (es 
kann ruhig etwas tberschiissiges Natriumsulfat ungelést zuriick- 
bleiben) und mit gesattigter Natriumsulfatlésung auf ein Volumen von 
20—30ccm gebracht. Beim Einfillen der Lésung in den Kolben a ist 
sorgfaltig darauf zu achten, da8 dessen Winde trocken bleiben; evtl. 
wischt man sie mit etwas Filtrierpapier ab. Zu der Liésung im 
Kolben gibt man 2,5 ccm 25°/,ige Phosphorsiure, 3,5 ccm 20°/,ige 
Schwefelsiure und 3—4 ccm einer 0,25°/,igen MnSO,(= 0,37°/, 
MnSO,-4H,O)-Lésung. Die beiden Vorlagen c und c’ beschickt man 
mit reichlich Jodkali (je etwa 0,2 g) in je 1,5—2 com Wasser + 2 
bis 8 Tropfen Stirkelésung. Nachdem man sich von der vdlligen 
Trockenheit der Kolbenwiinde und der Uberleitungsrohre e und eé’ 
iiberzeugt hat, baut man die Apparatur zusammen, lift unter 
schwachem Saugen*) 4ccm n/10-KMnO,-Lésung durch das Rohr d 
zuflieBen, spilt mit einigen Tropfen Wasser nach, stellt den Luft- 
strom wieder ab und laBt 25—30 Minuten ruhig stehen. Nach Ablauf 
dieser Zeit saugt man 20 Minuten lang einen lebhaften, aber nicht 
stiirmischen Luftstrom durch den Apparat. (Die Fliissigkeit in a darf 
nicht spritzen!) Dann setzt man durch das Rohr d in Abstiinden 
von einigen Minuten 4—5mal je 2—3 ccm gesiittigte NaHCO,- 
Lisung, in der zweckmiibig noch etwas festes NaHCO, suspendiert ist, 
jedesmal in kleinen Portionen zu. (Mehrfache Entwicklung kleiner 
CO,-Mengen scheint wirkungsvoller zu sein, als wenn man das 
NaHCO, auf einmal zuflieBen laBt. Die CO,-Entwicklung soll 
lebhaft, aber nicht allzu stiirmisch sein; jedenfalls ist sorgfiltig 
darauf zu achten, da® das Uberleitungsrohr e bis zum Ende des 
Versuches innen vollig trocken bleibt.) — Nach Zusatz von je 5 
bis 6 com NaHCO,-Lésung gibt man 1—2 ccm 20°/,iger Schwefel- 
siiure zu; die Lésung in a muff immer hinreichend sauer bleiben, 
da sonst Manganomanganite ausfallen, die auch durch nach- 
trigliches Ansiuern nicht wieder in Lisung zu bringen sind. 

Hat man im Verlauf von etwa einer Viertelstunde 4—5 mal 
je 2—3 ccm NaHCO,-Lésung zugegeben, so 148t man den Luft- 
strom noch etwa 5 Minuten lang gehen und legt dann frische 
KJ—Stirkelésung vor. Nach etwa 5 Minuten entwickelt man wieder 





*) Die Regulierung des Luftstroms erzielt man am bequemsten und 
sichersten dadurch, da8 man in die Saugleitung ein T-Stiick einschaltet, 
dessen freier Schenkel mit einem Schlauch mit Schraubenquetschhahn armiert 
ist, so daB man Nebenluft in variabler Menge einstrémen lassen kann. 
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2—3mal CO, in a; nach weiteren 10—15 Minuten legt man zum 
drittenmal frische KJ—Stirkelisung vor. (Wenn es sich nicht 
um relativ groBe Brommengen handelt, braucht man die zweite 
Saugflasche nur beim erstenmal mit Jodkali-Stirkelésung zu 
beschicken.) Als dritte Vorlage benutzt man zweckmiibig die aus- 
titrierte Liésung in einer der ersten Vorlagen; der darin von der 
Titration her vorhandene kleine ThiosulfatiiberschuB bringt die 
Annehmlichkeit mit sich, da8 eine Blaufirbung der dritten Vor- 
lage nur dann eintritt, wenn noch nennenswerte Brommengen 
iibergehen, so da® man durch etwa zuriickgebliebene Spuren Brom 
nicht irritiert wird. 

Zur Titration benutzt man n/1000- oder n/2000-Thiosulfat. 
In einem kleinen Volumen, wie es hier vorliegt, gibt auch die 
n/2000-Lésung noch einen tadellos scharfen Umschlag. Man muf 
jedoch die letzten Tropfen in Abstiinden von etwa 1/, Minute zu- 
setzen, weil bei der gegen Ende der Titration vorliegenden starken 
Verdiinnung die Reaktion bereits nicht mehr mit praktisch unend- 
licher Geschwindigkeit verliuft. 

Zur Priifung der Methode wurden zu einem Gemisch aus 
20 ccm gesittigter Natriumsulfatlésung und 10 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung Bromnatriummengen in der in Frage kommenden 
GréBenordnung zugesetzt; dabei ergaben sich folgende Resultate 
(in 10~® g): 

Gegeben: 18; 381; 74; 75; 129; 150; 268; 965. 
Gefunden: 12; 383; 70; 78; 116; 143; 256; 970. 

Bei einer Reihe weiterer Analysen von EKinwaagen lag der 
Fehler immer in derselben GriSenordnung. Die Resultate fallen 
nahezu nie zu hoch, sondern eher etwas zu niedrig aus; im Durch- 
schnitt kann man mit einem Fehler von etwa — 3 bis 5-10-° ¢ 
rechnen. Gelegentlich — wenn auch nur selten — kommen 
allerdings auch gréBere Fehler (bis zu etwa 15-10~® g) vor (vgl. 
z. B. oben das fiinfte Zahlenpaar), ohne daB sich sicher angeben 
lieBe, worauf sie zuriickzufiihren sind. Sie scheinen durch allerlei 
kleine Unvorsichtigkeiten und Nachlissigkeiten, von denen jede 
fiir sich allein belanglos sein kann (zu stiirmischer Luftstrom, zu 
starkes Schitumen bei der CO,-Entwicklung, ungentigendes Trocknen 
der Kolbenwinde vor Beginn der Analyse u. dergl.) oder durch 
kleine Verunreinigungen des Uberleitungsrohrs e mit organischer 
Substanz bedingt zu werden. 

Ausdriicklich sei darauf hingewiesen, daB die Methode nur 
bei genauester Einhaltung der Versuchsbedingungen brauchbare 
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Werte liefert, und daB die Resultate um so besser ausfallen, je 
mehr Zeit und Aufmerksamkeit man jeder einzelnen Operation 
widmet.*) Schon kleine Variationen der Konzentration an Siure 
oder an Mangansulfat fiihren dazu, daB entweder auch Chlor frei 
wird, oder daB die Oxydation des Br’ nicht richtig in Gang 
kommt. Unter den angegebenen Bedingungen wird Cl’ selbst im 
Verlauf von 4—5 Stunden auch nicht spurenweise angegriffen. 

Die untere Grenze fiir die Anwendbarkeit des Verfahrens 
liegt bei etwa 5 bis 10-10~° g; was die obere anlangt, so lassen 
sich 1000 y innerhalb der angegebenen Zeiten noch mit Sicher- 
heit in die Vorlage iiberfiihren. 

Ob sich die Methode auch zur Trennung des Broms vom 
Chlor in der gewéhnlichen quantitativen Analyse anwenden lift, 
soll noch untersucht werden. LEinige orientierende Vorversuche 
haben gezeigt, daB eine unmittelbare Ubcrtragung nicht angeht; 
die hier auftretenden Schwierigkeiten erscheinen aber iiberwindbar. 

Untersuchungen iiber eine rasch und bequem ausfihrbare 
Veraschungsmethode von organischer Substanz, insbesondere von 
Blut, zum Zweck der Brombestimmung sind z. Z. im Gange. 


*) Es erscheint deshalb ratsam, sich bei der Einarbeitung auf die 
Methode nicht eher zufrieden zu geben, als bis etwa 10 aufeinander fol- 
gende Versuche befriedigende Resultate ergeben haben. Die Anwendbar- 
keit des Verfahrens auf Aschenausziige von organischen Substanzen muB8 
von Fall zu Fall sichergestellt werden. 


Literatur. 


1. H. Zondek u. Bier, Klin. Wschr. 11, 633 (1932) und 6fters. 

2. H. Fleischhacker u. G. Scheiderer, Klin. Wschr. 11, 1550 (1932) 
und Mschr. Psychiatr. (im Druck). 

2. Berglund u. Nencki, Z. anal. Chem. 24, 184 (1885) (zit. nach Peter 

Rona, Praktikum der physiol. Chemie, Berlin 1929, II. Teil, S. 605). 
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Nachtrag zu unserer Mitteilung [Diese Z. 212, 7 (1932)): 
Weitere Untersuchungen iiber die Hefen-Co-Zymase. 


Von 


K. Myrbiick, H. v. Euler und H. Hellstrém. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1932.) 


In unserer unter obigem Titel kiirzlich erschienenen Mitteilung 
sollte u. a. versucht werden, ob es méglich ist, die evtl. im Muskel 


auftretenden Umwandlungen der in diesem Institut als Adenylsiure } 


erkannten Co-Zymase’) spektrometrisch zu verfolgen. Aus diesem 
Grunde wurde die Ultraviolett-Absorption einiger Nucleotide und 
Nucleoside mit derjenigen der Co-Zymase verglichen und wir haben 
selbst auch an den erstgenannten Substanzen spektrometrische 
Messungen angestellt. Dabei war uns leider entgangen, dai 
Ch. Dhéré?), z. T. schon vor langer Zeit, solche Absorptions- 
messungen an Nucleotiden und Purinderivaten ausgefihrt hat. 

Herr Prof. Dhéré war so freundlich, uns auf seine friiheren 
Ergebnisse aufmerksam zu machen; indem wir ihm bestens danken 
méchten wir nicht versiumen, hier nachtriiglich auf diese Unter- 
suchung hinzuweisen. 

Die Substanzen, welche sowohl von Dhéré als von uns unter- 
sucht wurden, sind folgende: Hefenadenylsiure (Boehringer), 
Muskeladenylséure, Adenosin und Guanosin. Fiir dieselben ist 
die Bandbreite angegeben und die Spektra sind reproduziert. 
Die typischen Unterschiede zwischen Guanosin und Adenosin, 
welche in unseren Kurven hervortreten, entsprechen den von 
Dhéré*)angegebenen, erheblich gréBeren Bandbreite fiir Guanosin 
(284—231 my) und fiir Adenosin (277—232 mu) sowie den von 
ihm reproduzierten Spektren. Zwischen Hefenadenylsiure (Boeh- 
ringer) und Adenylsiure (Levene) beobachtete Dhéré eine 
kleine Verschiebung in der Lage der Bande (282—240 my bzw. 
277—234 muy), die wir nicht finden. 

Jedenfalls bestitigen auch die Versuche von Dhéré die nahe 
Ubereinstimmung, die hinsichtlich der Absorption zwischen der 
Co-Zymase und den Adenylderivaten besteht. 

) v. Euler u. Myrbick, Diese Z. 199, 189 (1931); 203, 143 (1931). 


2) C. r. Acad Sci. 141, 719 (1905); C. R. de la Soc. de Biol. 58, 34 (1906). 
*) C. R. de la Soc. de Biol. 101, 1129 (1929). 
































Zur Kenntnis der Hefeasparaginase. 
Von 
Wolfgang Grassmann und Otto Mayr.’) 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1932.) 


Theoretischer Teil. 


Den eiweib- und peptidspaltenden Enzymen der Hefe, unter 
denen bisher die Typen der Proteinase, der Dipeptidase und der 
Amino-polypeptidase als die wesentlichsten zu unterscheiden sind’), 
reiht sich, wie schon kurz hervorgehoben wurde’), als ein weiteres, 
auf die Hydrolyse von —CO—NH-Bindungen eingestelltes Enzym, 
die Hefeasparaginase an. Eine eingehendere Bearbeitung dieses 
und uhnlicher Enzyme ist schon deswegen geboten, weil viele 
der sogenannten Amidasen, deren Wirkungsweise ja mit derjenigen 
der Peptidasen im wesentlichen gleichartig ist, einstweilen in ihren 
Kigenschaften nur ganz ungeniigend bekannt und in bezug auf 
ihre Spezifitit bisher weder untereinander noch gegeniiber den 
Peptidasen geniigend scharf abgegrenzt sind. 

Die in der ilteren Literatur beschriebenen Versuche iiber 
Asparaginspaltung durch Hefen und Hefeautolysate*) haben so 
geringfiigige und zudem widersprechende Ergebnisse gezeitigt, 
daB H. v. Euler und K.Myrbick®) noch vor wenigen Jahren das 
Vorkommen einer Asparaginase in der Hefe als zweifelhaft an- 
sehen konnten, eine Meinung, die allerdings inzwischen durch 





') Unter experimenteller Mitarbeit von G. Auerbach. 

) R. Willstaitter u. W. Grassmann, Diese Z. 153, 250 (1926). — 
W.Grassmann, Diese Z. 167, 202 (1927). — W.Grassmann u. H.Dycker- 
hoff, Diese Z. 176, 18 (1928); 179, 41 (1928); Ber. chem. Ges. 61, 656 (1928). 

5) W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 58 (1928). 

4) O.v. Fiirth u. M. Friedmann, Biochem. Z. 26, 435 (1910). — 
M. I. Effront, C. r. Acad. Sci. 146, 779 (1908). —- A. Kiesel, Diese Z. 60, 
476 (1908). — W. Dieter, Diese Z. 120, 281 (1922). 

5) In H. v. Euler, Chemie der Enzyme, II. Teil, 2. Abschnitt, S. 378, 
Miinchen 1927. 
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eine Untersuchung von W. F. Geddes u. A. Hunter®’) widerlegt 
worden ist. Aber auch diese Autoren erfaBten in ihren Versuchen 
nur einen geringfiigigen Bruchteil der in der Hefe vorkommenden 
Asparaginasemenge, die nach unseren Erfahrungen zwar mit der 
Heferasse und vielleicht auch mit der Jahreszeit schwankend, 
aber immer recht erheblich ist. Die scheinbar widersprechenden 
Ergebnisse der einzelnen Bearbeiter erkliren sich zwanglos aus 
der groBen Empfindlichkeit der Hefeasparaginase, die besonders 
in wiBriger, schwach saurer Lisung zutage tritt. Bei p,, = 5,0 
und 0° finden wir in einzelnen Versuchen schon nach einer halben 
Stunde mehr wie zwei Drittel des Enzyms zerstért. Die Siure- 
empfindlichkeit des Enzyms, der eine relativ héhere Bestindigkeit 
bei alkalischer Reaktion gegeniibersteht, ist demnach gré8er als 
bei irgendeinem der bekannten Hefeenzyme, sie iibertrifft die- 
jenige der Maltase*) bei weitem. Fiir die Darstellung des Enzyms 
ist, ibnlich wie im Falle der Maltase, die Beriicksichtigung dieses 
Umstandes entscheidend. Durch Autolyse bei schwach alkalischer 
Reaktion in Gegenwart eines nicht zu plétzlich wirkenden Zell- 
giftes, wie z.B. Toluol, oder mit Diammonphosphat nach R. Will- 
stitter und EK. Bamann (a. a. O., S. 256) gelingt es schitzungs- 
weise das 10—20fache der von Geddes und Hunter (a. a. 0.) 
isolierten Asparaginasemenge freizulegen und damit den gréBten 
Teil, wenn auch kaum die Gesamtmenge des Enzyms zu gewinnen. 

Schon durch die auBerordentlich geringe Siurebestindigkeit, 
zu der sich noch eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber Aceton 
und iihnlichen Fillungsmitteln gesellt®), unterscheidet sich das 
asparaginspaltende Enzym der Hefe scharf von den genannten 
Peptidasen. Mit der Dipeptidase ist es, entgegen einer von 
A. Ch. Chibnall®) gelegentlich geiuBerten Vermutung, sicher nicht 
identisch; denn man findet die friiher’®) beschriebenen Priparate 
der Hefedipeptidase vollkommen frei von Asparaginasewirkung, 
wihrend andererseits die durch Autolyse bei starker alkalischer 
Reaktion gebildeten Asparaginaseliésungen keine oder nur sehr 
geringfiigige Dipeptidasewirksamkeit zeigen. Auch die nach den 
Angaben von W.Grassmann und H. Dyckerhoff (a. a. 0.3, 8. 60) 
gewonnenen Praparate der Aminopolypeptidase, bei denen wir, in 


®) J. of Biol. Chem. 77, 197 (1928). 

") Vgl. dazu auch G. Gorr u. J. Wagner, Biochem. Z. 254, 1 (1932). 
’) R. Willstitter u. E. Bamann, Diese Z. 161, 242 (1926). 

*) Biochemic. J. 21, 857 (1928). 

1) W. Grassmann u. L. Klenk, Diese Z. 186, 37 (1929). 
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Ubereinstimmung mit friiheren Befunden’) eine kriftige Wirkung 
gegeniiber den Amiden der Monoaminomonocarbonsiuren, z. B. 
gegen Leucin- und Glycinamid feststellen konnten, sind unwirksam 
vegentiber Asparagin. Auch mit Hilfe der Adsorption ist eine 
Trennung der Asparaginase und der Polypeptidase erreichbar. 
Aus Mischungen der beiden Enzyme, wie sie durch Autolyse bei 
alkalischer Reaktion erhalten werden, wird von Kaolin vorzugsweise 
die Asparaginase adsorbiert und bei Anwendung geeigneter Mengen 
des Adsorbens gelingt es, annihernd die Halfte der Polypeptidase 
frei von Asparaginasewirkung zu gewinnen, wihrend in der Elu- 
tion der Adsorbate die Asparaginase stark, z. B. auf das 3- bis 
6fache, gegeniitber der Polypeptidase angereichert ist. 

Am einfachsten aber kann die Ausschaltung der die Aspara- 
vinase begleitenden Peptidasen durch gewisse Enzymgifte, wie 
Blausiiure, Schwefelwasserstoff und Pyrophosphat erreicht werden, 
denen gegeniiber die Asparaginase, in scharfem Gegensatz zur 
Dipeptidase und zur Aminopolypeptidase praktisch unempfindlich 
ist. So bewirken Schwefelwasserstoff und Pyrophosphat bis zu 
Konzentrationen von */,, Mol im Liter keine sicher meBbare 
Hemmung der Asparaginspaltung, wiihrend sie die Dipeptidase- 
und die Polypeptidasewirkung schon in viel geringerer Konzen- 
tration vollkommen unterbinden.'') Glutathion wirkt nicht akti- 
vierend, eher ein wenig hemmend. Von den Schwermetallen 
hemmen in 3/159, mol-Lésung Fe™ und Ni" nicht bzw. kaum, Cu” 
weitgehend, Ag und Hg" vollstindig. 

Die Asparaginase der Hefe ist demnach sicher nicht iden- 
tisch mit denjenigen Enzymen, welche die Hydrolyse der von 
einbasischen Monoaminosiuren abgeleiteten Peptide und Amide 
bewirken. Aber auch die naheliegende Vermutung, daf sie zur 
Hydrolyse gewisser dem Asparagin strukturell nahestehender Pep- 
tide, wie des Asparagylmonoglycins und des Asparagyl-dialanins, 
befiihigt sein kénnte, ist nicht vereinbar mit unseren Ergebnissen. 
Die Asparaginase ist also ausschlieBlich eine Amidase, sie ist 
unfihig als Peptidase zu wirken. 

Auch als Amidase ist die Asparaginase, wie aus ‘l'ab. I her- 
vorgeht, mit auBerordentlich strenger Spezifitit auf die Konstitution 
und Konfiguration des natiirlichen 1--Asparagins eingestellt. 





4) Nach demnichst zu verdéffentlichenden, gemeinsam mit L. Klenk 
durchgefiihrten Versuchen wird die Wirkung der Dipeptidase gegeniiber 
gewissen Substraten durch Schwefelwasserstoff schon in einer Konzentration 
von 10~* Mol im Liter praktisch vollkommen gehemnt. 


13* 
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Schon eine Substitution der Aminogruppe des Asparagins, sei 
es durch Saurereste (Chloracetyl-asparagin und Brompropionyl- 
asparagin), oder durch Aminosiuren (Glycyl-asparagin und Alanyl- 
asparagin) geniigt, um die enzymatische Spaltung der Amidbindung 
zu verhindern. Dasselbe gilt von der vollstindigen Beseitigung 
der Aminogruppe, die vom Asparagin zum Halbamid der Bern- 
steinsiiure fiihrt. Dementsprechend finden wir, in Ubereinstimmung 
mit den Befunden von Geddes und Hunter®, auch einfache Fett- 
siureamide fiir die Asparaginase unangreifbar. 

Die 4 isomeren Oxyasparagine und die entsprechenden 
Diamide, die wir dank dem liebenswiirdigen Entgegenkommen von 
Herrn Professor A. Ch. Chibnall!*) untersuchen konnten, wider- 
stehen ausnahmslos der Wirkung der Asparaginase. Es geniigt also 
auch schon die Kinfiihrung einer Hydroxylgruppe in das Molekiil 
des Asparagins, um dessen enzymatische Spaltung zu verhindern. 

Auch die Carbexylgruppe des Asparagins ist fiir den An- 
eriff der Asparaginase nicht ohne Bedeutung. Ersetzt man sie 
durch Methyl (Amid der 8-Aminobuttersiure), so geht die Aspara- 
ginasespaltbarkeit verloren. 

Ubrigens wird das Amid der §-Aminobuttersiure, dessen Darstellung 
in Form eines krystallisierten Chlorhydrates und Sulfates wir unten be- 


schreiben, im Gegensatz zu den Amiden der a«-Aminosiuren auch soust von 
keinem der gepriiften ereptischen bzw. proteolytischen Enzymgemische zerlegt. 


Das Asparaginsiurediamid dagegen wird als_ bisher 
einziges Derivat des Asparagins von Hefeasparaginase zerlegt, wenn 
auch mit etwa 10 mal geringerer Geschwindigkeit als das Aspara- 
gin selbst. Die Substitution der freien Carboxylgruppe des 
Asparagins hat demnach die Spaltung nur in quantitativer Hin- 
sicht beeinfluBt. In den durchgefiihrten Spaltungsversuchen wurde 
der fiir die Aufspaltung einer —CO—NH-Bindung berechnete 
Aciditiitszuwachs in mehreren Versuchen erreicht, aber nicht sicher 
tiberschritten. Da etwa gebildetes #-Asparagin unter den Bedin- 
gungen des Versuches rasch weiter zerlegt wiirde, «-Asparagin 
aber, wie wir finden, der Asparaginasewirkung vollkommen wider- 
steht, bedeutet dies — was ja zu erwarten war —, daB die Ein- 
wirkung der Asparaginase auf das Diamid beschrinkt ist auf die 
Spaltung der einen, in #-Stellung zur freien Aminogruppe befindlichen, 
also dem natiirlichen Asparagin entsprechenden Amidbindung. 


Von Priparaten der Aminopolypeptidase wird das Asparaginsiure- 
diamid nur auBerordentlich langsam zerlegt. Bei Anwendung einer sehr 
groBen Enzymmenge und langer Spaltungszeit wurde jedoch der fiir die 





12) Biochemie. J. 24, 945 (1980). 
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Tabelle I. 


Spaltung verschiedener Amide und Asparaginsiurepeptide durch Priiparate 
der Asparaginase und der Aminopolypeptidase aus Hefe. 


(Zeichen bedeuten: + = spaltbar; (+) = sehr wenig spaltbar; 
- = pn, cee 0 = nicht oe 








Substrat Aspara- Amino-poly- 
ginase peptidase 
1, B- iene ee ee de ue Ct + 
d,l-Asparaginsiurediamid. ..........., 4 (+) 
l-Asparagyl-l-dialanin'®) .........2.. - on M4) 
l-Asparagyl-monoglycin ........... — — 
lea-Asparagin. ....... Sr ae - _ 
l-Leucinamid, Glycinamid ........ eat ~ { 
-Am inobuttersiure- Se Sh a eng _ _ 


’ 


d 
d, 
d, 
d, 
p- 
d,l,a-anti-Hydroxyasparagin ....... oe -- + 
d,l,a-para-Hydroxyasparagin ......... — _ 
d,l,f-anti-Hydroxyasparagin ....... ee 3 — 0 
d,1,8-para-Hydroxyasparagin . . . mews & 4 — — 
d, l-anti- -Hydroxyasparaginsiurediamid . er ee ae _ 0 
d,l-para-Hydroxyasparaginsiiurediamid. . .. . . - 0 
Chloracetyl- -l-asparagin; Brompropiony]-l- —_—- ~ ~ 
Glycyl-asparagin ; Alanyl- -l-asparagin ...... — 
ER ee a a ~ ~ 
Bernsteinsiiuremonoamid; -diamid. ... . oS — 0 
Acetamid; Propionamid ............ — ~ 


] 








Aufspaltung einer Amidbindung berechnete Aciditiitszuwachs erreicht. Das 
Reaktionsprodukt ist fiir Asparaginase spaltbar, also wohl 6-Asparagin; die 
Spaltung hat demnach in diesem Falle die «-Amidbindung betroffen.?’) 





18) Mit ,,1 bezeichnen wir ohne Riicksicht auf den Drehungssinn die 
sterische Zugehérigkeit zur Reihe der natiirlichen Aminosiuren. 

4) Von Hefedipeptidase wird Asparagyl-1l-dialanin gespalten, 
wihrend wir Asparagylmonoglycin, in Ubereinstimmung mit dem von 
M. Bergmann und Mitarbeitern [Ber. chem. Ges. 63, 1192 (1932)] am 1-Aspara- 
gyl-mono-|-tyrosin erhobenen Befund, unspaltbar finden. Das zunichst etwas 
paradox erscheinende Verhalten des ,,Tripeptides“ Asparagyl-dialanin ist 
verstindlich, da es die charakteristische Gruppierung eines Dipeptides 
H,N—CH—CO—NH—CH—COOH enthilt. Das Verhalten der beiden Di- 


hk I 
peptide wird erst nach eindeutiger Festlegung ihrer Konstitution (vgl. dazu 
Bergmann und Mitarbeiter, a. a. O.) zu beurteilen sein. 

15) Die priparative Aufarbeitung der Spaltprodukte, die bei Verwendung 
des racemischen Diamids auf erhebliche Schwierigkeiten stéBt, hat keine 
abschlieBenden Ergebnisse geliefert. Die Versuche sollen unter Verwendung 
des 1-Asparaginsiurediamids fortgefiihrt werden, das mittels der inzwischen be- 
kannt gewordenen neuen Verfahren zur Peptidsynthese [M. Bergmann u, Mit- 
arbeiter, Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932); vgl, auch A.Bertho u. J. Maier, Lie- 
bigs Ann, 498, 50 (1932)] voraussichtlich nunmehr leicht zuginglich sein diirfte, 
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Glutamin ist, wenigstens in Gegenwart von Na-Pyrophos- 
phat, auch fiir gut wirksame Hefeasparaginase unspaltbar. Mit 
frischen Hefeautolysaten und in Abwesenheit des Pyrophosphates 
haben wir dagegen eine nicht sehr starke, aber sichere Spaltung 
dieses Amids gefunden. Die Existenz eines besonderen glutamin- 
spaltenden Enzymes neben der Asparaginase erscheint wahrschein- 
lich, bedarf aber noch weiterer Sicherung. 

Die durchgefiihrten Versuche fiihren zu der SchluBfolgerung, 
daB die Asparaginasewirkung an das Vorhandensein einer Gruppie- 


rung 
.--CO-CH-CH,-CONH, 


| 

NH, 
im Substrat gebunden ist. Das im EiweiBmolekiil vorgebildete 
Asparagin!*) wird demnach fiir das Enzym in der Hauptsache 
nicht zugiinglich sein. Ahnlich wie die Arginase!") vermag auch 
die Asparaginase ihr Substrat nur dann anzugreifen, wenn es frei, 


zumindest in bezug auf seine Aminogruppe, vorliegt. 

«-Asparagin, sowie die a-Amide der Oxyasparaginsiuren werden, im 
Gegensatz zu den Amiden der «-Amino-monocarbonsiuren, von Priparaten 
der Hefepolypeptidase nicht oder doch nur sehr langsam angegriffen. Roh- 
extrakte aus Niere und Darmschleimhaut bewirkten dagegen deutliche Hydro- 
lyse des «-Asparagins. Im Zusammenhang mit weiteren Versuchen iiber dic 
Spezifitit der Amino-polypeptidase soll auch ihr Verhalten gegeniiber Amino- 
siiureamiden erneut gepriift werden. ?*) 

Die vorliegende Untersuchung erweist an einem neuen Bei- 
spiel die ungemein strenge Spezifitiit eines Enzyms. Man hat in 
letzter Zeit das Bestehen einer so weitgehenden Enzymspezifitiit 
vielfach bezweifelt. Es ist aber sicher, daB dem lebenden Orga- 
nismus die Ausbildung derartiger hochspezifischer Reagentien 
keineswegs fremd ist.'®) Neben den zahlreichen Ergebnissen der 
Enzymforschung sprechen dafiir vor allem die Beobachtungen der 
Immunochemie, unter denen, im Zusammenhang mit dem Problem 
der Peptidasespezifitat, besonders die Untersuchung von K. Land- 
steiner und J. van der Scheer”’) iiber die Immunspezifitaét von 
PolypeptideiweiBverbindungen hervorgehoben seien. 





18) M. Damodaran, Biochemie. J. 26, 235 (1932); vgl. ferner Th. B. Os- 
borne, The vegetable Proteins, London 1924, S. 75ff. 

17) §. Edlbacher u. P. Bonem, Diese Z. 145, 69 (1925). 

18) Vgl. K. Linderstrem- Lang, C. rend. Carlsberg Lab. 19, Nr. 3 (1931). 

1%) Vgl. z. B. R. Dubos u. O. T. Avery, J. of exper. Med. 54, 51, 
73 (1931). 

2) J. of exper. Med. 55, 781 (1932). 
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Experimenteller Teil. 


1. Gewinnung von Asparaginaselésungen. Durch Extraktion ge- 
trockneter Hefe mit 50°/,igem Glycerin nach den Angaben von 
W. F. Geddes und A. Hunter®) erhilt man nur einen geringen 
Bruchteil des vorhandenen Enzyms (Versuch 1). Weit bessere Aus- 
beuten liefert, wie sich gezeigt hat, das zur Freilegung der Hefe- 
enzyme vorwiegend angewandte Verfahren der Autolyse in Gegen- 
wart von Zellgiften. Fiir das Ergebnis ist strenge Vermeidung 
saurer Reaktion und die richtige Wahl des Zellgiftes entscheidend. 
Die besten Ausbeuten liefert die Autolyse in Gegenwart von Toluol, 
wihrend bei Anwendung von Hssigester oder Chloroform nur ge- 
ringe Bruchteile der in der Hefe enthaltenen Asparaginase in der 
Liésung erhalten werden (Tab. II). Die Schiidigung durch Essig- 
ester, die wohl in erster Linie auf die rasch einsetzende Siure- 
bildung im Zellinnern zuriickzufiihren ist, scheint nicht so sehr 
die Asparaginase selbst, als vielmehr — iihnlich wie im Falle der 
Hefe-Saccharase*!) — das fiir die Freilegung des Enzymes er- 
forderliche Fermentsystem zu betreffen. 

Auch durch Verfliissigung mit Diammonphosphat nach Will- 
stitter und Bamann§) und folgende Autolyse bei schwach alka- 
lischer Reaktion kann das Enzym in guter Ausbeute erhalten werden. 


Fiir die Beurteilung der Freilegungsversuche ist der Umstand von 
Bedeutung, daB die Wirkung der Asparaginase, die wir durch titrimetrische 
Bestimmung der COOH-Gruppen nach R. Willstitter und E. Wald- 
schmidt-Leitz verfolgten, ihnlich wie diejenige anderer Hefeenzyme 
analytisch auch dann erfa8t werden kann, wenn das Enzym, wie dies zu 
Beginn der Autolyse der Fall ist, nicht in die umgebende Lésung iiber- 
getreten, sondern noch in den Hefezellen gebunden ist. Es ist nicht sicher, 
ob die auf diese Weise in der Hefesuspension bestimmbare Asparaginase- 
menge der Gesamtmenge des vorhandenen Enzyms entspricht. Die Be- 
obachtung, daB die Asparaginasewirksamkeit von Hefesuspensionen nach 
eintigiger Dauer der Autolyse hiiufig héher gefunden wird, als zu deren 
Beginn, ist vielmehr vielleicht so zu deuten, dab das Enzym in der intakten 
Hefezelle dem Substrat nicht vollstindig zugiinglich ist. Die im Laufe der 
Autolyse in Lésung iiberfiihrbare Asparaginasemenge kommt der in der 
Hefe unmittelbar bestimmten in giinstigen Fiillen gleich, ohne sie indessen 
zu tiberschreiten. 


Versuch 1: Gewinnung der Asparaginase aus gemahlener 


Trockenhefe. 


In Anlehnung an die Versuche von Geddes und Hunter’) wurden 
10 g einer schonend an der Luft getrockneten Hefe, die in der Kugelmiihle 


1) R. Willstitter u. F. Rake, Liebigs Ann. 425, 1 (1921); 427, 111 
(1922). 
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auf das feinste gepulvert worden war, mit 50 cem 50°/,igem Glycerin in 
Gegenwart von Chloroform ausgezogen. 2 ccm der so gewonnenen Lésung 
(insgesamt 50 cem) spalteten 66 mg 1-Asparagin bei py = 7,8 in 48 Stunden 
bei 40° C zu 47°. Diese Aktivititsausbeute entspricht ungefiihr den An- 
gaben von Geddes und Hunter, betriigt aber kaum 3°/, der durch Auto- 
lyse in Gegenwart von Toluol gewinnbaren Ausbeute. 


Versuch 2: Gewinnung der Asparaginase durch Autolyse 
in Gegenwart verschiedener Zellgifte. 


Zur Autolyse wurden je 100 g Hefe (mit einem Wassergehalt von etwa 
75°/,) mit 10 cem Essigester, Chloroform oder Toluol verfliissigt. Im Ver- 
such 2 der Tab. II wurden auBerdem noch 1,5 cem 2n-NH, beim Essig- 
esterversuch, und 2 ccm 2n-NH, im Chloroformversuch zugleich mit 
dem Zellgift zugefiigt. Nach erfolgter Verfliissigung wurde mit Wasser auf 
100 cem aufgefiillt und die Suspension durch Zusatz von NH, dauernd 
neutral gehalten. Nach 1'/, Stunden wurde von einer nahezu unwirksamen 
Vorfraktion abzentrifugiert, der griindlich gewaschene Heferiickstand mit 
Wasser auf ein Volumen von 100 ccm suspendiert und bei py = 7,5 bis 8,5 
sich selbst iiberlassen. Um sowohl die insgesamt vorhandene Menge als 
auch den in Lésung gegangenen Anteil der Asparaginase abzuschiitzen, 
wurden je 0,4 cem der Suspension, wie auch der durch Zentrifugieren er- 
haltenen klaren Lésung unter den Bedingungen der Asparaginasebestimmung 
auf ihren Enzymgehalt gepriift (Tab. ID). 


Tabelle LI. 


Freilegung der Asparaginase bei neutraler Reaktion in .Gegenwart 
verschiedener Zellgifte. 
(Einwirkung von 0,4 ccm Suspension bzw. Enzymlésung (entsprechend 
400 mg Frischhefe) auf 13,2 mg 1-Asparagin (= '/,) Millimol) im Volumen 
von 2cem; py = 7,8 (m/5-Ammoniak-Ammonchloridpuffer), 2 Stdn. bei 40°. 
Acidititszuwachs in ccm n/20-KOH.) 




















Ver- |Dauer der Zellgift 
such | Autolyse : meni | 
Nr. (Tage) Toluol Chloroform | Essigester 
0 Suspension . 088 | 0,99 | 0,82 
Suspension . 1,27 | 0,84 0,85 
1 1 Lésung . . 0,40 — — 
Suspension . 1,00 | 0,29 0,61 
2 Lésung . . 0,97 0,02 0,08 
9 1 Lésung . . 0,70 0,00 | 0,26 
Lésung . . 1,83 0,24 : 0,55 











GemiB den Versuchen der Tab. IIL verliuft die Freilegung 
der Asparaginase in Gegenwart von Toluol am giinstigsten bei 
leicht alkalischer Reaktion (etwa bei p, = 8) Bei saurer 
Autolyse wird tiberhaupt keine Asparaginase erhalten. Auch bei 
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 stirker alkalischer Reaktion, etwa bei p,, = 9—10, zeigt sich eine 


erhebliche Minderung der Asparaginaseausbeute. 


Die Durchfiihrung der Versuche entsprach im wesentlichen denen der 
Tab. II, das gewiinschte p, wurde durch Zusatz entsprechender Mengen 
yon Ammoniak bzw. Essigsiiure eingestellt und aufrecht erhalten. 


Tabelle IU. 


Freilegung der Asparaginase in Gegenwart von Toluol 
bei wechselnder Aciditit. 


(Bedingungen wie in Tabelle II.) 
Tabelle IIIa. 












































Dauer Py Wihrend der Autolyse 
der 5,0—4,2 6,8 7,8 
Autolyse ; 7 ee i cen 
(Tage) Acidititszuwachs (cem n/20-KOH) 
1 Suspension . | Enzym nicht nachweisbar | 1,54 0,68 
Lésung . . 1 - . | 0,71 1,18 
2 Suspension . ‘ i‘ ‘i | 1,65 1,12 
Lésung . . ‘i - 9 0,96 1,03 
3 Suspension . i 7‘ ss 0,82 0,86 
Lésung . . ‘a - ‘ 0,73 0,59 
Tabelle IIb. 
Dauer Py Wihrend der Autolyse 
der 7,5—7,0 | 85—8,0 9,085 | 10,0—9,0 
eke een emma 2 italian 
(Tage) Aciditiitszuwachs (ecem n/20-KOH) 
1 Lésung. . . 0,70 | 0,44 0,43 0,18 
2 Lésung . . . 133 | 1,70 | 1,08 0,26 








Beispiele fir die Gewinnung von Hefeasparaginaselésungen. 


1. 400g frisch abgepreBte WeiBbierhefe**) mit einem Wassergehalt von 
etwa 75°/, wurden mit 50 ccm Toluol verfliissigt. Nach vollstindiger Ver- 
fliissigung (etwa 1 Stunde) wurde mit Wasser auf 400 cem aafgefiillt und 
das Ganze durch Zusatz von 2-n Ammoniak 1'/, Stunden lang bei py 7,5 
bis 8,5 erhalten. Dann wurde abzentrifugiert und zweimal mit Wasser 
gewaschen. Die gewonnene Lésung ist praktisch frei von Asparaginase. 
Der Heferiickstand wurde mit Wasser auf 400 ccm suspendiert, mit Ammoniak 
auf py = 8,5 gebracht und bei Zimmertemperatur sich selbst tiberlassen. 


*#) Bezogen aus der Brauerei von G. Schneider & Sohn in Miinchen. 
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In den niichsten 15 Stunden sank das py, auf 7,0 herab und wurde wieder | 
neu auf 8,0 eingestellt. Nach 48 Stunden wurde die Lésung abzentrifugiert. 
0,2 cem derselben spalteten '/,, Millimol 1-Asparagin unter den Bedingungen 
der Asparaginasebestimmung in 2 Stunden zu 80°/,, entsprechend einem 
Acidititszuwachs von 1,6 ecm n/20-KOH. In 1 cem waren demnach 
1,8 Asparaginaseeinheiten (Asp.-E.) enthalten. 

2. 250 g abgepreBte frische Weifbierhefe mit einem Wassergehalt von 
etwa 75°/, wurden mit 15 g Diammonphosphat unter Zusatz von 30 ccm 
Toluol verfliissigt. Nach 1'/, Stunden wurde die Hefe wie im vorher be- 
schriebenen Versuch von der unwirksamen Vorfraktion abgetrennt, erneut 
mit Wasser zu einem Volumen von 300 ccm suspendiert und 48 Stunden bei 
Pu = 7,5—8,1 (eingehalten durch Zusatz von Ammoniak) der Autolyse iiber- 
lassen, 0,2 cem der nach dieser Zeit abzentrifugierten Lésung ergaben 
unter den Bedingungen der Asparaginasebestimmung in 2 Stunden eine 
Spaltung entsprechend einem Aciditiitszuwachs von 1,42 cem n/20-KOH. 


Die Haltbarkeit der Asparaginaselésungen schwankt einiger- 
mafen von einer Enzymlésung zur anderen, ist aber stets gering. 
Unter den Bedingungen optimaler Bestiindigkeit, niimlich etwa 
bei p,, = 7—8, sind beim Aufbewahren im Eisschrank Aktivitiits- 
abnahmen von etwa 30°/, innerhalb von 24 Stunden die Regel. 
Bei saurer Reaktion erfolgt schon innerhalb ganz kurzer Zeiten 
weitgehende Enzymzerstérung (‘T'ab. LV). 


Tabelle IV. 
Bestindigkeit der Asparaginase bei saurer Reaktion. 


(Die Enzymlésung wurde mit 1n-Essigsiure bzw. 1n-Ammoniak auf das 
gewiinschte pq eingestellt, iiber die angegebenen Zeiten aufbewahrt und 
vor der Bestimmung wieder auf py = 8,0 gebracht. Die Asparaginasewirk- 
samkeit wurde in Titrationsproben von 2 ccm, enthaltend 0,4 cem Enzym- 
lésung, unter den Bedingungen der Asparaginasebestimmung ermittelt. Vor 
Versuchsbeginn bewirkten 0,4 ccm der Enzymlésung unter diesen Be- 
dingungen innerhalb 2 Stunden einen Acidititszuwachs entsprechend 1,03 cem 

















n/20-KOH.) 
Finwirkungs- Aciditiitszuwachs eem n/20-KO 
zeit Pu 5,0, 5,5 | 60 | 65 | 70 |7,5—8,0) 9,0 | 9,5 
pa SN ——— = en nearer wenenemarecennsns — a ee ETN — 7 cena 
35 Min. bei 0°| 0,25 | 0,57 | 0,87 0,89 — —-— | —}]— 
24Stdn. ,,15°] — — | 047 | — | 0,87 | 0,90 | 0,66 | 0,00 
sé“. il — — | o88 | — | 065 | O78 | of0 | — 








2. Kinetik und Bestimmungsmethode. Die Spaltung des 1-f-Aspa- 
ragins verliiuft bis zur fast vollstindigen Spaltung annihernd linear???) 
(Tab. V und VI). Die Reaktionsgeschwindigkeit ist sowohl bei 20° wie 





#24) Vgl. W. F. Geddes u. A. Hunter, a. a. O. 6. 
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bei 40° in erster Anniherung der Enzymmenge proportional (Fig. 1) 
und betriigt bei 40° etwa das 3fache wie bei 20°. Das Produkt 
aus Enzymmengen und Umsatzzeit fiir gleiche Spaltung erweist 
sich als praktisch konstant; doch beobachtet man geringfiigige 
systematische Abweichungen von dieser Regel in dem Sinne, dah 
kleine Enzymmengen in langen Zeiten etwas giinstiger wirken als 
croBe Enzymmengen in kurzer Zeit. Diese Tatsache, sowie der 
lineare Verlauf der Reaktionskurven spricht dafiir, daB trotz der 
festgestellten geringen Bestiindigkeit des Bosyme die Enzym- 
zerstérung unter den Bedingungen der Bestimmungsmethode, d. h. 
in Gegenwart des Substrates, keine erhebliche Rolle spielt. 


Tabelle V, 
Verlauf der Spaltung des 1-Asparagins durch Asparaginase bei 20°. 


Kinwirkung wechselnder Enzymmengen auf 13,2 mg 1-Asparagin (= '*/;, Milli- 
mol) im Volumen von 2cem; py =7,8 scat -NH,Cl-Puffer); 2Stdn. bei 40°. cl 





Zeit (Stunden) wm | ¢ | ¢ 4 8 


Henini m (cem) Acidititszuwachs | (eem n 1/20- KOH) 


0,25 0,02 0,06 0,12 0,21 0,36 
0,50 0,06 0,08 0,18 0,32 0,62 
1,00 0,07 0,15 0,33 0,65 
2,00 0,11 0,31 0,60 1,18 
4,00 0,30 0,50 1,00 2,01 
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0,2 Asp.-E. in der Titr.-Probe von 2 ccm 
1,0 Asp.-E. im Versuchsansatz von 10 ccm 


Abhangigkeit der Spaltung des 1-Asparagins von der Enzymmenge. 
(Angaben beziehen sich auf die Titrationsprobe von 2 ccm.) 
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Tabelle V1. 
Verlauf der Spaltung des 1-Asparagins durch Asparaginase bei 40°. 
(Unter den Bedingungen der Asparaginasebestimmung.) 











Zeit (Stunden) + | 1 | 2 | 4 8 ; 


! | 











Enzym (ccm) Acidititszuwachs (ccm n/20-KOH) ’ 


| | | P 
0,125 0,06 | 0,10 021 | 042 | 0,68 














0,25 011 | 0,19 | 0,38 | 0,69 | 41,26 
0,50 015 | 0,80 068 | 122 | 41,88 
1,0 0,28 | 0,59 1,04 _— lll 
2,0 0,49 | 0,97 \ oe —_ 


Tabelle VIL. 
Abhingigkeit der Spaltung des 1-Asparagins von der Substratkonzentration. 


(Die Titrationsprobe von 2 ccm enthiilt 0,4 cem Enzym (=1 Asp.-E.); 40°; 
Pu = 8,2 (m/5-NH,-NH,Cl-Puffer).) 

















Konzentration des Substrates 
Dauer Se ee 
der Spaltung m/40 m/20 m/10 
Aen -—— oo 

Acidititszuwachs (ecm n/20-KOH) 

1 0,53 0,55 0,52 

2 0,96 0,95 0,99 

3 0,98 1,84 1,89 


Der lineare Verlauf der Reaktion spricht fiir eine hohe 
Affinitiit zum Substrat. In der Tat beobachtet man innerhalb des 
gepriiften Bereiches von 0,1—0,025 Mol pro Liter keine Abhingig- 
keit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration 
(Tab. VID). 

Die Reaktionsgeschwindigkeit kann danach als ein ziemlich zu- 
verlissiges MaB fiir die vorhandene Asparaginasemenge angesehen 
werden. Als Asparaginaseeinheit (Asp.-E.) wird im folgenden die- 
jenige Enzymmenge bezeichnet, die 66 mg 1-Asparagin (= 1/, Milli- 
mol) bei p,, = 8 (n/5-NH,—NH,Cl-Puffer) im Volumen von 10 ccm 
bei 40° in 2 Stunden zur Hilfte spaltet. Der Asparaginasewert 
ist die Zahl der Asparaginaseeinheiten im Milligramm (Trocken- 
gewicht) des Enzympriparates. 

3. Reinigung der Asparaginase und ihre Trennung von anderen 
Enzymen. Es bereitet keine Schwierigkeit, die Dipeptidase und die 
Aminopolypeptidase der Hefe frei von Asparaginase zu gewinnen. 
Die nach dem friiher beschriebenen Verfahren gewonnenen Trocken- 
praiparate der beiden Peptidasen sind nimlich, wie sich gezeigt 
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hat, unwirksam gegentiber Asparagin, vermutlich deshalb, weil die 
Asparaginase bei der Ausfallung mit organischen Liésungsmitteln 
im allgemeinen zerstért wird. 

a) Trockenpriparat der Dipeptidase nach W. Grassmann 
und L. Klenk.?%) 


2 mg ergaben unter den Bedingungen der Dipeptidasebestimmung*’) 
(Substrat Leucylglycin) in der Titrationsprobe von 2 cem in 1 Stunde eine 
Hydrolyse entsprechend 1,6 cem n/20-KOH. 10 mg ergaben unter den Be- 
dingungen der Asparaginasebestimmung in der Titrationsprobe von 2 cem 
in 2 Stunden eine Hydrolyse entsprechend 0,01 cem n/20-KOH. 2 mg er- 
gaben unter den Bedingungen der Polypeptidasebestimmung in der Titrations- 
probe von 2 cem in 1 Stunde eine Hydrolyse entsprechend 0,03 ccm n/20-KOH. 

b) Darstellung eines Trockenpriiparates der einheitlichen 
Polypeptidase (frei von Dipeptidase, Asparaginase und Proteinase). 

Da die Gewinnung einheitlicher Polypeptidase durch fraktionierte 
Autolyse bisher nicht hinlinglich ausfihrlich beschrieben ist*), soll im 
folgenden ein Darstellungsbeispiel gegeben werden. 

1kg Hefe wurde mit Chloroform verfliissigt, mit Wasser auf 1 Liter 
verdiinnt und durch Zusatz von Ammoniak auf py = 8,3 eingestellt. Wihrend 
der ganzen Dauer der 6 tiigigen Autolyse wurde die Suspension bei dieser 
Reaktion erhalten. Nach Ablauf von 48 und 72 Stunden wurde jedesmal 
von der proteinasehaltigen Lésung abzentrifugiert und der griindlich (z. B. 
8 mal) gewaschene Heferiickstand erneut in 1 Liter Wasser suspendiert. 
Nach weiteren 72 Stunden wurde die Enzymlésung (500 cem) abzentrifugiert. 
Zur Fillung wurden 300 cem der Lésung (mit 131 Polypeptidaseeinheiten, 
2 Dipeptidaseeinheiten, praktisch frei von Proteinase), mit 300 cem Ather 
iiberschichtet und mit soviel Aceton versetzt, daB sich beide Phasen gerade 
mischen. Der Niederschlag wurde mit Aceton und Ather getrocknet und 
ergab 620 mg Trockenpriiparat. 

Der unter den Bedingungen der jeweiligen Bestimmungsmethode durch 
2mg Trockenpriparat in der Titrationsprobe von 2 cem erzielte Aciditiits- 
zuwachs betrug fiir 


Leucylglycin ..... in 8Stunden -— 0,01 cem n/20-KOH 
Gelatine ........ ss *# 0,02 cem ¥s 
Asparagin ....... gir xs 0,01 ecem " 
d,l-Leucylglycylglycin ,, 1 Stunde 1,53 cem ™ 
d,l-Leucinamid .... ,, 24 Stunden 1,65 eem 





*8) Vel. R. Willstitter und W. Grassmann, Diese Z. 153, 250 (1926) 
und zwar S. 264. Die Bestimmungsmethode haben wir aus praktischen 
Griinden unter Beibehaltung des Versuchsansatzes von Willstatter und 
Grassmann dahingehend abgeindert, daB die Reaktion durch Entnahme 
von 2 cem-Proben (statt bisher 10 ccm) und durch Titration mit n/20-KOH 
(statt bisher n/5-KOH) verfolgt wird. Die erzielbare Genauigkeit ist dabei 
praktisch annihernd dieselbe. Zur Ermittlung der Dip.-Einheiten, deren 
Definition unveriindert bleibt, sind die gefundenen Zahlen entsprechend 
umzurechnen. 








5 PSO RE See SN RE 


Torta 





198 Wolfgang Grassmann und Otto Mayr, 


Umgekehrt laBt sich die Asparaginase leicht frei von Dipepti- 
dase erhalten. Die Dipeptidase unterscheidet sich von der Aspara- 
ginase durch ihre groBe Unbestiindigkeit schon bei mibig alka- 
lischer Reaktion. Lift man die Autolyse statt bei p,, = 7,5—8,5 
bei p,, = 8,5—9 vor sich gehen, so erhilt man eine Enzymlésung 
mit noch recht kraftiger Asparaginasewirkung, die aber arm an 
Dipeptidase ist und bei linger aufrecht erhaltener alkalischer 
Reaktion frei von Dipeptidase wird. 

Zum Beispiel enthielt eine bei py, = 8,5 gewonnene Enzymlésung im 
Kubikzentimeter noch 0,49 Asp.-E. und nur 0,08 Di.-E. Eine aus der 
gleichen Hefe bei py = 7,8 hergestellte Vergleichslésung enthielt im 
Kubikzentimeter 0,72 Asp.-E. und 0,27 Di.-E. Bei der fiir die Gewin- 
nung der Dipeptidase optimalen Reaktion (py = 6,5—6,8) wiirden aus 
der gleichen Hefemenge etwa 8 Di.-E. gewonnen werden. Um nun die erste 
Lésung ganz von Dipeptidase zu befreien, wurde sie weitere 24 Stunden 
bei py = 8,7 belassen. Eine abermalige Bestimmung ergab einen Aspara- 
ginasegehalt von 0,26 Asp.-E. im Kubikzentimeter bei vélliger Freiheit von 
Dipeptidase. 2 cem Enzymlésung bewirkten unter den Bedingungen der 
Dipeptidasebestimmung in 24 Stunden keinen meSbaren Acidititszuwachs 
(0,00 cem n/20-KOH). 

Da bei diesem Verfahren verhiltnismiBig groBe Verluste ein- 
treten, wurde spiiter auf seine Anwendung verzichtet und die 
Wirkung der Dipeptidase durch Enzymgifte ausgeschaltet (vgl. 
Abschnitt 3). 

Die Amino-Polypeptidase unterscheidet sich hingegen in bezug 
auf ihre Alkalibestiandigkeit nicht wesentlich von der Asparaginase. 
Beide Enzyme sind ziemlich alkalibestiindig, so daB erst von p,, 9,0 
ab eine Schidigung eintritt. Dabei wird manchmal die Polypepti- 
dase, meist aber die Asparaginase rascher zerstdrt. 

Wir haben daher das Adsorptionsverhalten dieser beiden 
Enzyme im Hinblick auf die Méglichkeit ihrer Trennung zu priifen 
begonnen. Dabei haben sich bisher nur bei Verwendung von 
Kaolin einigermafen erhebliche Unterschiede der Adsorbierbarkeit 
ergeben. Die Asparaginase wird von Kaolin bei p,, = 5,0—5,5 
kriftig adsorbiert, wihrend bei neutraler Reaktion keine Adsorp- 
tion stattfindet. Die in der Enzymlésung gleichzeitig enthaltene 
Polypeptidase geht bei p,, = 5,0—5,5 ebenfalls an das Adsorbens, 
doch ist sie im allgemeinen weniger leicht adsorbierbar (Tab. VIII, 
Nr. 8—13). Man kann daher in den Restlésungen die Polypepti- 
dase nahezu, mitunter auch vollig, frei (Tab. VIII, Nr. 11) von 
Asparaginase erhalten, Die Asparaginase dagegen reichert sich 
in den bei alkalischer Reaktion erhaltenen Elutionen (Tab. IX) 
gegeniiber der Polypeptidase an, doch ist sie bisher nicht frei 
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- yon Polypeptidase erhalten worden, da wegen der hohen Empfind- 
 jichkeit des Enzyms eine mehrmalige Wiederholung der Adsorp- 
tion und Elution zu verlustreich ist. 





Tabelle VILL. 


Adsorption der Asparaginase und Polypeptidase an Kaolin. 





ie Enzymmaterial Vol. | 





Kaolin Restlésung 


4 | (mg) |cem| Asp.-E.|Po-E.| *™ | (ecm) | Asp.E.| °, | Po.-E. | %, 











1} 180 | 10 11,6 | — [5,0-5,5] 15,5 | 10,5 91 — _ 
2} 260 | 10 11,6 — 5,8 | 15,5 6,1 58 _ - 
3} 520 | 10° 11,6 — 5,8 | 15,5 2,2 19 _ —- 
4] 780] 10 11,6 | — 5,8 | 15,5 0,8 7 — _- 
5} 1300 | 10, 116 )5 — 5,8 [| 15,5 0,0 oO -—- =— 
6} 780 | 10; 12 |; — f 15,6 | 12,0 100| — — 
7/1300 | 10}; 12  — ; 15,6 | 12,0 100; — —-- 
8} 110 5 29 | 26 10,0 09 31 26 = 100 
9} 220 5 2,9 | 26 ‘ 10,0 0,4 14 24 92 





11 | 2895 | 10 7,5 | 13 25,0 0 0| 39 § 53 
i2] 520/10 104 | — 12,0 ai ei we | 
13 | 385 | 10 5,8 | 50 20,0 19 | 33] 46 ~~ 91 
14] 520 | 10 is | — 12,5 0,2 sj — | — 
15] 1040} 10, 7,0 | 72 5, 15,0 oi ei = | = 


’ 


7,0 
7,0 
5,3 
5,3 
10 330 5 2,9 | 26 5,3 10,0 0,2 7 17 65 

5,2 
5,0 
5,3 
5,0 

0 

















Tabelle IX. 
Elution der Asparaginase und der Polypeptidase. 























Adsorbat aus Dauer Elution — 
4 a ausbeute 
Tab. VIII, Pu | der Elution Vol Asp.-E. Po.-E °/, der absorb. 
Versuch Nr. (Stdn.) ee Menge 
11 8.0 1), 10 39 | 44 52 
12 8.3 1 52) 5,7 | 4,1 81 
13 8,2 1, 5 | 27 | 87 69 
14 7,0 11/, 62) 5,9 | 11,0 82 
15 8,5 1), 10 50 | 8,2 100 











| Versuch: Anreicherung der Asparaginase durch Adsorption 


und Elution. — 5cem einer rohen Asparaginaselésung, die 5,85 Asp.-E. und 
60 Polypeptidaseeinheiten (Po.-E.) enthielten, wurden in einer Voradsorption 
mit 550 mg Koalin bei py = 7,8 im Volumen von 10 ccm von kolloiden 
Triibungen befreit. Die Restlésung enthielt 5,80 Asp.-E. und 52,5 Po.-E. 
Sie wurde dann mit 0,14 cem 2n-Essigsiiure auf py = 5,3 gebracht und mit 
385 mg Kaolin im Volumen von 20 cem bei etwa 0° adsorbiert und sofort 
zentrifugiert. Die iiberstehende Restlésung wurde mit 0,1 ccm 2n-NH, 
wieder auf p,; = 8,0 gebracht. Der Niederschlag wurde in 5 ccm Wasser 
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suspendiert und die Suspension mit 0,03 cem 2n-NH, auf py =8 gebracht, | — 
Nach einer halben Stunde wurde die Filiissigkeit abzentrifugiert und die | © 
Asparaginasewirksamkeit der Restlésung wie auch der Elution bestimmt, | — 
Die Restlésung enthielt 1,9 Asp.-E. und 46 Po.-E, die Elution 2,75 Asp.-E, | 
und 8,75 Po.-E. Das Verhiiltnis Asp.-E./Po.-E., das in der Ausgangslésung | — 
1:9 betrug, hat sich also nach 1:24 in der Restlésung und nach 1:3) © 
in der Elution verschoben. [In anderen Versuchen betrug das Verhiiltnis 
Asp.-E./Po.-E. in der Restlésung 1:85 (Tab. VIII, Nr. 10)}. Der Aspara. | 

ginasewert der Ausgangslésung betrug 0,01, der der Elution 0,07. 


Durch Tonerde C, wird die Hefeasparaginase im allgemeinen 
bei schwach saurer Reaktion etwa ebenso stark adsorbiert als die 
begleitende Polypeptidase. Im neutralen oder alkalischen Gebiet 
findet keine nennenswerte Adsorption statt. 


4. Einwirkung von Enzymgiften auf Asparaginase. Die Aspara- 
ginase ist gegen Schwermetallkomplexbildner, wie z. B. Blausiure, 
Schwefelwasserstoff, Glutathion, Pyrophosphat, weitgehend un- 
empfindlich (Tab. X). Sie steht dadurch in starkem Gegensatz 
nicht nur zu den Atmungsfermenten *4), sondern auch zur Di- 
und Polypeptidase, die bekanntlich durch diese Gifte stark ge- 
hemmt werden.* 7°) So wird durch Gegenwart von etwa m/5-Blau- 
siure oder m/50-Pyrophosphat die Wirkung der Polypeptidase, 
wie auch der Dipeptidase vollig aufgehoben, wiihrend die Aspara- 
ginase noch -kriftig spaltet (Tab. XI). m/50-Blausiiure und 
m/250-Schwefelwasserstofi zeigen gegentiber Asparaginase iiber- | 
haupt keinen sicher meBbaren Hemmungseffekt (Tab. X). Von | 
dieser verschiedenen Giftempfindlichkeit wurde bei der Feststellung | 
der Spezifitit der Asparaginase Gebrauch gemacht, um die Wirkung 
der beiden Peptidasen auszuschalten. 


Nickel- und Eisenionen sind in m/1000-Lésung noch fast 
wirkungslos. Dagegen hemmte Cupriion in m/1000-Lésung um 
etwa 75°/,, wahrend es in m/10000-Lésung nicht mehr deutlich 
einwirkt. Merkuri- und Silbersalze hemmen auch in dieser Konzen- 
tration vollstiindig (Tab. X). 


5. Zur Spezifitat der Asparaginase und der beiden Hefepepti- 
dasen. Die Spaltungsversuche wurden bei 40° ausgefiihrt. Soweit geniigend 
Substrat zur Verfiigung stand, wurde der Aciditiitszuwachs in Proben von 
2 ecm bzw. 1cem durch Titration mit n/20-KOH gemessen. Viele Substrate, 
von denen nur kleine Mengen zur Verfiigung standen, wurden im Mikro- 


*4) O. Warburg, Biochem. Z. 136, 266 (1928); 165, 203 (1925). 
5) W. Grassmann, H. Dyckerhoff u. O. v. Schoenebeck, Diese 
Z. 186, 192 (1930). — T. Peters, Inauguraldissertation, Miinchen 1931. 
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Tabelle X. 


Verhalten der Asparaginase gegen Enzymgifte. 
Versuchsansatz: 66 mg 1-Asparagin (= '/, Millimol) in 10 cem bei py=8,2 
(n/10-NH,-NH,C1- Puffer); 2 Stunden bei 40°; Titrationsprobe 2 ccm. Enzym- 
lésung und Gift wurden etwa '/, Stunde vor Versuchsbeginn auf py = 8 

gebracht und gemischt.) 



































Zusatz (auf 10 cem) Asp.-E sas Cay Hem- 
cee oe : in os ——| mung 
| Konzen- a) ohne’ b) mit 
Art 7 | tration 10 ccm Zusatz Zusatz °/o 
HCN 10,8 | m/25 0,57 0,62 0,65 0 
HON 40 m/6,7 1,86 1,65 1,25 24 
HON 60 m/5,4 2,18 1,86 1,01 45 
H,S | 1,4 =| m/250 0,57 0,62 0,69 
tlutathion | 30,8 m/100 0,51 0,56 0,50 11 
(SH) | 
Na,P,0, | 51 m/50 0,75 0,78 | 0,75 4 
NiCl, 1,80 | m/1000 0,98 0,98 | 0,90 ~ 
FeCl, 1,62 | m/1000 0,98 0,98 | 0,98 0 
CuCl, 1,84 | m/1000 0,98 0,98 0,23 15 
CuCl, 0,18 | m/10000 | 0,98 0,98 0,93 5 
AgCl 0,17  m/10000 1,96 1,71 0,02 99 
HgCl, 0,27 | m/10000 | 1,96 1,71 0,02 100 


ansatz von W. Grassmann und W. Heyde”) auf ihre Spaltbarkeit gepriift. 
Der Acidititszuwachs wurde in diesem Falle in Titrationsproben von 0,1 
oder 0,2 cem mit n/100-alkoholischer Kalilauge ermittelt. Zu den Versuchen 
dienten Liésungen, die nach Abschnitt 1 erhalten waren. Etwa anwesende 
Di- und Aminopolypeptidase wurde, wenn nétig, durch Zusatz von Pyro- 
phosphat oder Blausiiure ausgeschaltet. 


Einzelne der angewandten Substrate zeigen bei p, =8 schon 
ohne Enzymeinwirkung betrichtliche hydrolytische Spaltung. In 
diesem Falle wurden die Versuche bei p,, = 7,0 durchgefiihrt und 
auBerdem die Selbstspaltung sowohl des Substrates, wie auch 
gegebenenfalls des Enzyms in Kontrollversuchen ermittelt und 
heriicksichtigt. 


Zur Ausfiihrung der Mikrotitration sei nachgetragen: Bei der Entnahme 
der Titrationsproben ist besonders darauf zu achten, da der nach Ent- 
leerung der Pipette in das Titrationskélbchen an der Pipettenspitze haftende 
mehr oder minder gro8e Fliissigkeitstropfen zu merklichen Fehlern fiihren 
kann. Diese werden geringer, wenn das iiuBerste Ende der Pipettenspitze 
aufs diinnste abgeschliffen ist und die Pipettenspitze beim Auslaufen in 
nicht zu kleinem Winkel an die Wand des Titrierkélbchens angelegt wird. 
Kine leichte Kriimmung der lang ausgezogenen Pipettenspitze im Abstand 





6) Diese Z. 183, 32 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIV. 
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Tabelle XI. 


Ausschaltung der Wirkung der Dipeptidase und der Polypeptidase 
durch Hemmung. 





























Substrat Spaltung nach Stdn. 
(mg in der Titrationsprobe Zusatz _— (cem n/20 KOH) 
von 2 ccm) es | 20 
18,2 mg 1-Asparagin m/30 HCN | 7,8%)| 0,56 | 1,01 | — 
— 7,8 | 1,04 | 1,86 | — 
45,2 mg d,l-Leucylglycin. . m/50 HCN | 7,8%)] 0,01 | 0,01 | 0,02 
_ — 7a) = | om 
49 mg d,1-Leucylglycylglycin m/50 HCN | 7,0%)] 0,02  — /| 0,04 
- 7,0 | 038 | — | 1,78 
13,2 mg ]-Asparagin . . . | m/50 Na,P,O,] 7,89] 0,87 | 0,75 | — 
ae 7,8 | 0,39 | 0,78  — 
45,2 mg d,l-Leucylglycin. . | m/50 Na,P,O, | 7,879] 0,01 6 — 0,10 
‘on 1646) — | =~ 
49 mg d,l-Leucylglycylglycin | m/50 Na,P,O, | 7,07) | 0,01 | — | 0,01 
— 70 | 080; — | — 
13,2 mg l-Asparagin . . . | m/50H,S | 7,8%)] 0,98 | 1,83 | 1,89 
me 7,8 | 1,04 | 1,92 | 1,96 
45,2 mg d,l-Leucylglycin. . m/50 H,S 7,875) | 0,00 | 0,02 0,01 
vm 7,8 | 0,82 | 0,57 2,26 
49 mg d,l-Leucylglyeylglycin m/50 H,S 7,07) | 0,01 | 0,02 | 0,15 
mn 7,0 | 0,33 0,61 | 1,96 











von etwa 1 em von ihrem Ende erleichtert ein richtiges Anlegen. Als Ver- 
gleichslisung diente eine Lésung von 0,85 mg krystallisiertem Kupferchlorid 
in 5 cem n/4-Ammoniak (= m/1000-CuCl,-Lésung). Die anwesenden Puffer- 
substanzen, sowie die Gegenwart von Pyrophosphat oder Blausiure be- 
eintriichtigen die Schirfe des Indikatorumschlages, so daB die Fehlergrenze 
der Bestimmung etwa +1°/, betrigt, also z. B. + 0,02 ccm n/100-KOH bei 
einem Alkaliverbrauch der Einzelprobe von 2 ccm. 

Da sowohl «-Glutamin wie auch das §-Aminobuttersiiureamid im Laufe 
der Darstellung mit Schwermetallen (Cu bzw. Hg) in Beriihrung gekommen 
waren, war auf die Méglichkeit Riicksicht zu nehmen, daB die Spaltung 
dieser Substrate durch anwesende Schwermetallspuren behindert sein kénnte. 
Die durchgefiihrten Kontrollversuche geben dafiir keinen Anhalt; die Spal- 
tung des Asparagins erfihrt beim Zusatz der beiden Amidpriiparate keine 
Hemmung. 


Zur Darstellung der Substrate. Asparaginsiurediamid. 
E. Fischer und E. Koenigs®®) stellten Asparaginsiiurediamid aus 


27) n/10-NH,-NH,Cl-Puffer. *8) m/30-Phosphatpuffer. 
2%) E. Fischer u. E. Koenigs, Ber. chem. Ges. 37, 4585 (1904). 
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_ Asparaginsiurediathylester durch Umsetzung mit fliissigem Ammo- 


niak dar. Fiir die Gewinnung des reinen krystallisierten Diamids 
jiBt sich nach ihren Angaben schwer eine bestimmte Vorschrift 
seben; das erhaltene Produkt, von dem keine Salze gewonnen 


' werden konnten, wird als sehr zersetzlich geschildert. Die Dar- 
' stellung des reinen, gut krystallisierenden Asparaginsiiurediamids 





_ gelingt weit besser durch Kinwirkung von wasserfreiem methyl- 


alkoholischem Ammoniak auf Fumarsiurediamid bei 160°. 


2g Fumarsiurediamid™) wurden mit 50 ccm 10°/,igem wasserfreien 
methylalkoholischen Ammoniak im EinschluBrobr auf 160° erhitzt. Eine 
genaue Einhaltung der Temperatur und die Vermeidung jeder 6rtlichen 
Uberhitzung (Schiittelofen) sind fiir die Ausbeute ausschlaggebend. Nach 
etwa °/, Stunden war alles Fumarsiurediamid in Lésung gegangen. Um 


eine Zersetzung des Reaktionsproduktes hintanzuhalten, lieB man das Rohr 


- sofort abkiihlen. Die gelbbraun gefirbte Fliissigkeit wurde von 77 mg 


krystallin ausgeschiedenem Asparaginimid**) abfiltriert und im Vakuum von 


iiberschiissigem Ammoniak befreit. Dann wurde durch Zusatz von 100 ccm 


Ather eine flockige, stark gelb gefiirbte Verunreinigung (720 mg) ausgefillt 


und abzentrifugiert. Aus der hellgelben Flissigkeit wurden beim vor- 


sichtigen Einengen im Vakuum 866 mg leicht gelblich gefirbte Kristalle er- 
halten, die bei 139° schmolzen. Die Ausbeute betrug 45°/, der Theorie. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus absolutem Methylalkohol unter 
Zusatz yon Tierkohle erhielt man das reine Diamid in farblosen sechsseitigen 
Tafeln vom Schmelzp. 141°. Sie sind in etwa 10 Teilen heibem Methyl- 
alkohol léslich. Won Wasser werden sie spielend leicht gelést. 


4,602 mg Subst.: 6,175 mg CO,, 2,83 mg H,O. — 1,402 mg Subst. verbr. 
3,22 cem n/100-HCI entspr. 0,451 mg N (Mikrokjeldahl). 
C,H,O,N, Ber. C 36,64 H 6,82 N 32,06 
Gef. ,, 36,59 ,, 6,87 ,, 82,17. 


Das Acetat des Asparaginsiurediamids wurde beim EKindampfen einer 
essigsauren Loésung des Diamids in schénen Krystallen erhalten. Schmelz- 
punkt 144—145° unkorr. Mischschmelzpunkt mit Asparaginsiurediamid 131°. 


6-Aminobuttersiureamid.™) Das Amid ist von L. Balbiano*) 
als Produkt der Umsetzung von #-Chlorbuttersiiureester mit alkoholischem 
Ammoniak als ,,gelbliche, gelatindse Masse, die nicht krystallisierte“, das salz- 
saure Salz als ,,undeutlich krystallisierende hygroskopische Masse“ beschrieben 
worden. Bei der Nacharbeit haben wir keine brauchbare Substanz erhalten 
kénnen. Zur Darstellung des Amids gingen wir vom Amid der Acetessig- 
siiure aus. 5°) Der Versuch einer Umsetzung mit NH, und Palladiumwasserstoft 


°°) A. Hagen, Liebigs Ann. 38, 275 (1841). 

51) Experimentell bearbeitet durch G. Auerbach. 

8) L. Balbiano, Gazz. chim. Ital. 10, 137 (1880); Ber. chem. Ges. 
13, 312 (1880). 

8) H. Meyer, Mh. Chem. 28, 3 (1907). 
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Tabelle XIII. 


Zur Spezifitit der Aminopolypeptidase aus Hefe. 
(Bedingungen wie in Tab. XII.) 




















1,8-Asparagin . 
d,1,a-Asparagin 


6-Aminobuttersiureamid 
1-Glutamin 
d,1-Leucinamid 


an a) Spaltung (ccm n/20-KOH) 
oes 128) | ren( : 
e — y 1 } ° 
Rahatret gcyae Sl ps me | Blindversuch | & 
as aa |e 7 4 
BS | Enzym Substrat 
1/,, | 0,10 | 2,0 | 7,0 | 21 | 0,02 | 0,00 | wie 
- «| "Yao | 0,40 | 2,0] 7,0] 24 | 0,04 | 002 | — 
d,l-Asparaginsiiurediamid . | */,, | 0,40 | 2,0 | 7,0 | 23 | 0,22 | 0,02 | j 
a 1), | 0,64 | 0,2 | 7,0} 43 | 0,094)| 0,00 0,00 | 1 
23 | 0,58 | 0,00 | 0,02 |i 
56 | 0,51 | 0,00 0,03 | y 
d,1,a-Antihydroxyasparagin | 1/4 | 0,19 | 0,1 | 7,0 | 20 | 0,064); 0,00 0,00 | 2% 
48 | 0,11 | 0,00 | 0,01 | 
d,1,a-Parahydroxyasparagin | 1/,, | 0,39 | 1,0 | 7,0 | 20 | 0,01 0,00 — |-§ 
44 | 0,03 | 000 | — {|- 
d,l,8-Parahydroxyasparagin | '/,, | 0,39 | 0,1 | 7,0 | 24 | 0,014)} 000 | — |-@® 
48 | 0,02 | 000 — |-§ 
d,l-Asparagyl-l-dialanin. . | */,, | 0,39 | 0,1 | 7,0 6 0,01‘); 000 ,§ — <a 
24 | 002 | 000 | — |- 
1/,, | 0,40] 2,0 | 7,0} 23 | 007 | 005 | — | -F 
lag | 0,20 | 2,0] 7,0] 24 | 0,00 | 002 | — | - 
Yoo | 0,39] 201 7,0] 1] 0,12 | 000, — 
19 | 1,12 | 000 | — | 
1,65 | 0,00 _ 1G 

















Tabelle XIV. 
Aufeinanderfolgende Spaltung des Asparaginsiurediamids 
durch Polypeptidase und Asparaginase. 
(Zum Asparaginaseversuch wurde die mit Polypeptidase vorgespaltene 
Substratlésung verwandt; Mikrotitration mit n/100-KOH; 40°; 100 °/, iger 
Spaltung einer Amidbindung entsprechen 0,5 cem n/100-KOH.) 


















































Enzym Titra- R : 
Millimol’)| in ieee Zusatz tions- . Spaltung in Stunden 
' sade j robe : pew : 
alii Po.-E. Asp.-E. miieos temas) 4 23 | | 
ia] = * 01 | 78 | 015 | 0,24 | 0,39 | of 
_ — | 0,1 | 5mg Na,P,0, | 0,2 8,3 — | 046) — 
') Berechnet auf die natiirliche Komponente. 
*) Trockenpriparate nach Abschnitt 3. 
8) Nach Abzug des in den Kontrollversuchen ermittelten Aciditiits- 
zuwachses. 


‘) Mikrotitration! 


Die Zahlen bedeuten ccm n/100-KOH. 
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nach dem Verfahren von F. Knoop und H. Oesterlin®™) miBlang, da das 
Amid der Acetessigsiiure unter den Bedingungen der Reaktion keinen 
Wasserstoff annahm. (Vgl. dazu das schon von Knoop u. Oesterlin unter- 
suchte Verhalten des Acetessigesters.) 

Die Darstellung erfolgte dann iiber das Phenylhydrazon des Acet- 
essigsiureamids (vgl. E. Fischer und R. Groh®) in folgender Weise: 

21 g Acetessigsiiureamid wurden in der doppelten Menge Alkohol ge- 
list und mit 22,4 g frisch destilliertem Phenylhydrazin unter Durchleiten 
von CO, umgesetzt. Die bald erfolgende Abscheidung des krystallinen 
Phenylhydrazons wurde durch Zusatz von etwas Wasser vervollstindigt. 
Das Rohprodukt wurde durch Umkrystallisieren aus Alkohol unter Zusatz 
von Wasser und Durchleiten von CO, gereinigt. Ausbeute 27 g = 68°/, d. Th. 
Nach nochmaligem Umkrystallisieren fast farblose Blittchen vom Schmelz- 
punkt 126° unkorr., leicht léslich in Alkohol, schwerer in Ather, schwer 
léslich in Wasser. 

4,147 mg Subst.: 9,59 mg CO,, 2,50 mg H,O. — 3,640 mg Subst.: 
0,693 ccm N,; 22°; 724 mm. 

©,H,,0ON, Ber. C 62,80 H6,79 N 22,0 
Gef. ,, 62,92 ,, 6,75 ,, 208. 


Schon bei miBigem Erwirmen, lebhaft beim Erhitzen iiber den Schmelz- 
punkt, erfolgt Abspaltung von NH, und Ubergang in 1-Phenyl-3-methyl- 
pyrazolon vom Schmelzp. 127,5° unkorr, Die Unstimmigkeit der Stickstoff- 
analyse ist vermutlich auf dieses Verhalten zuriickzufihren. 

Zur Uberfiihrung in das Amid der §-Aminobuttersiiure wurden 10¢ 
des Phenylhydrazons in 100 cem Alkohol gelést, mit etwas Wasser (10 ccm) 
und 4g amalgamierten Aluminiumgries versetzt. Die Umsetzung erfolgte in 
CO,- bzw. H,-Atmosphire unter Schiitteln iiber Nacht. Das Aluminium- 
hydroxyd wurde abzentrifugiert und mit Wasser gewaschen. Die Lisung 
wurde zur Entfernung des Anilins und eines sauren Nebenproduktes zu- 
erst bei der alkalischen Reaktion, und dann noch nach Ansiuern mit H,SO, 
bis zur kongosauren Reaktion wiederholt mit Ather ausgeschiittelt und dann 
im Vakuum auf etwa 15 cem eingeengt. Auf Zusatz von Alkohol schied 
sich das Sulfat des #-Aminobuttersiiureamids in weiBen romboedrischen 
Krystallen aus, die abgesaugt und mit absolutem Alkohol und Ather ge- 
waschen wurden. Ausbeute 3,5 g = 43°/, d. Th. 

Zur Analyse aus Wasser unter Zusatz von Alkohol umkrystallisiert: 
Schmelzp. 238° unkorr., leicht léslich in Wasser, unldéslich in organischen 
Lésungsmitteln. 

4,118 mg Subst.: 4,82 mg CO,, 2,61mg H,O. — 3,878 mg Subst.: 
4,481 cem n/100-H,SO,. — 200,6 mg Subst.: 154,0 mg BaSQ,. 


C.H,,0,N,8 Ber. C 31,8 H17,28 N 18,54  § 10,59 
Gef. ,, 31,9 ,, 7,04 ,, 18,57 —,, 10,59. 


Um das Chlorhydrat der Base zu erhalten, wurde bei der Darstellung 
anstatt mit Schwefelsiure mit Salzsiure angesiiuert, ausgeithert und im 


$4) Diese Z. 148, 294 (1925). 
8) E. Fischer u. R. Groh, Liebigs Ann. 383, 364 (1911). 
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Vakuum bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. Das Chlorhydrat krystallisiert 
etwas schwerer und ist im Gegensatz zum Sulfat in Alkohol léslich. Um- 
krystallisiert aus Alkohol-Ather. Derbe farblose Krystalle, Schmelzp. 142°. 


2,470 mg Subst.: 3,525 cem n/100-H,SO,. — 191,1 mg Subst.: 
1,911 mg AgCl. 
C,H,,ON,Cl Ber. N 20,89 Cl 25,81 
Gef. ,, 20,15 —,, 25,77. 


d,l-a-Asparagin®™) Darstellung nach A. Piutti.*”) Schmelzp. 220° 
unter Zers. 10mg Subst. verbrauchten in alkoholischer Lisung 1,54 ecm 
n/20-KOH statt berechnet 1,51 ccm. — 5mg verbrauchten 7,47cem n/100-H,SO, 
(Mikrokjeldahl). 


C,H,0,N, Ber. N 21,21 Gef. N 20,92. 
l-Glutamin. Darstellung nach E. Schulze und E. Bosshard.*’) Aus 


7 Liter Runkelriibensaft wurden 1,75 g Rohprodukt (1 g umkrystallisierte 
Substanz) erhalten. Schmelzp. 184—185° unkorr. 


56 mg verbrauchten in alkoholischer Lésung 1,91 cem n/50-KOH statt 
berechnet 1,92 ccm. Mikrokjeldahl: 2,55mg verbrauchten 3,51 ccm n/100-H,SO,. 


C,H,O,N, Ber. N 19,18  Gef. N 19,27. 


Die peptidartigen Derivate des Asparagins und der Asparagin- 
siiure wurden nach Angaben von EK. Fischer und KE. Koenigs?*) 
dargestellt. 


Chloracetyl-l-asparagin. Schmelzp. 148—149°, unkorr. 


Glycyl-l-asparagin. Schmelzp. 216°, unkorr. 101,3 mg Subst. ver- 
brauchten in alkoholischer Lésung 10,8 cem n/20-KOH statt ber. 10,72 cem. 


Brompropionyl-l-asparagin. Schmelzp. 154°. (In Anlehnung an 
die von Fischer und Koenigs fir Chloracetyl-l-asparagin gegebene Vor- 
schrift hergestellt.) [a], = + 18,5° (in Alkohol). (0,25 g Subst. gelést in 6 cem 
Alkohol; 1 dm; « = + 0,77%) 

Alanyl-l-Asparagin. (In Anlehnung an die von Fischer und 
Koenigs fir Glycylasparagin gegebene Vorschrift dargestellt). 74 mg Subst. 
verbrauchten in alkoholischer Lisung 7,39 cem n/20-KOH statt ber. 7,33 ccm. 


d,1-Asparagylmonoglycin. Schmelzp. 147° (wasserfrei). 4,127 mg 
Subst. (bei 80° im Vak. getrocknet) verbrauchten in alkoholischer Lésung 
4,18 cem n/100-KOH statt ber. 4,34 ccm. Mikrokjeldahl: 2,742 mg Subst. 
verbrauchten 2,88 cem n/100-HCI. 


C,H,,O;N2 Ber. N 14,74 Gef. N 14,70. 





86) Das l,a-Asparagin, das nach dem Verfahren von M. Bergmann 
u. L. Zervas [Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932)] leicht zugiinglich geworden 
ist, stand uns fiir diese Versuche noch nicht zur Verfiigung. Eine Nach- 
prifung der Ergebnisse mit dem optisch aktiven Amid méchten wir uns 
vorbehalten. 

87) A. Piutti, Gazz. Chim. 18, 463 (1888). 
3) E. Schulze u. E. Bosshard, Ber. chem. Ges. 16, 812 (1883). 
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d,l-Asparagyl-l-dialanin. (Dargestellt nach der von E. Fischer 
und E. Koenigs*) fiir die inaktive Verbindung gegebenen Vorschrift aus 
Fumarsiuredichlorid und 1-Alaninester*®’) iiber den Fumarsiuredialaninester 
und das Fumaryldialanin.) 


Fumaryl-1l-dialaninester. Schmelzp. 211,5°, unkorr. [a], = + 88,3° 
(Alkohol). (199,7 mg Subst. in 25 ccm Alkohol; 2 dm; « = 1,41°). 


Fumaryl-l-dialanin. Schmelzp. 265° (zersetzt). 

d,l-Asparagyl-l-dialanin. Schmelzp. 213°, unkorr. (zersetzt), 
3,904 mg Subst.: 6,23 mg CO,, 2,18 mg H,O; Mikrokjeldahl: 2,037 mg Subst. 
verbrauchten 2,19 eem n/100-HCI. 


C,oH,,0,N Ber. C 48,63 H 6,2 N 15,27 
Gef. ,, 48,55 ,, 6,06 ,, 15,06. 


Der Justus v. Liebig-Gesellschaft sind wir fiir die Gewahrung 
eines Stipendiums an den einen von uns (O.M.) zu groBem Danke 
verpflichtet. Ebenso danken wir der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft, der Miinchener Universitiitsgeselischaft und der Kin- 
hundertjahresstiftung an der Universitit Miinchen fiir die Unter- 
stiitzung unserer Arbeit. 


%) Zur Anwendung gelangte ein optisch reines Priiparat von l-Alanin der 
Firma Hofmann La Roche in Basel: [«], = + 9,8° (Chlorhydrat). 
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Uber Erhitzungsprodukte aus Vitamin D, 
und tiber deren Hydroderivate. 


Von 


P. Busse. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitate-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1932.) 


Die rohen Bestrahlungsprodukte des Ergosterins 
zeigen beim Erhitzen ein interessantes Verhalten; sie biiBen dabei 
ihre antirachitische Wirksamkeit ein, behalten aber ihre Giftig- 
keit, und bei erneuter Bestrahlung kehrt die antirachitische 
Wirkung, wenn auch in verringertem Ausmaf, zuriick. Ich habe 
mir nun die Frage vorgelegt, ob dieses eigenartige Verhalten durch 
das reine Vitamin D, oder durch andere Bestandteile des Be- 
strahlungsgemisches bedingt sei. Die von mir durchgefiihrte 
Untersuchung hat nun ergeben, daf} das Vitamin D, beim Erhitzen 
nicht nur seine antirachitische Wirksamkeit, sondern auch seine 
Giftigkeit verliert und daB die physiologisch unwirksamen Er- 
hitzungsprodukte bei der Ultraviolettbestrahlung nicht wieder 
aktiviert werden. Fiir das eigentiimliche Verhalten der rohen 
Bestrahlungsprodukte ist also nicht das reine Vitamin D, ver- 
antwortlich; vielmehr beruht die Aktivierbarkeit wahrscheinlich 
auf dem Gehalt des rohen Bestrahlungsgemisches an Lumisterin, 
das noch bis 200° bestiandig ist und eine Vorstufe des Vitamins D, 
darstellt; der Umstand, daf8 die Rohbestrahlungsprodukte beim 
Erhitzen ihre Giftigkeit behalten, ist auf ihren Gehalt an Tachy- 
sterin und ‘Toxisterin zuriickzufiihren, deren Pyroderivate im 
Gegensatz zu denjenigen des Vitamins sehr giftig sind. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich die Erhitzungs- 
produkte!) des Vitamins D, in reinem Zustande dargestellt und 
ihre physikalischen, chemischen und physiologischen Eigenschaften 





1) Pyro-calciferol ist schon von den englischen Forschern bereitet 
worden, Proceed. Roy. Soc. 109, 488 (1932). 
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studiert, ferner habe ich die Hydroderivate der Pyrovitamine 
bereitet und habe sie mit den Hydrierungsprodukten der urspriing- 
lichen Bestrahlungsprodukte verglichen in der Hoffnung, hierbei 
auf identische Verbindungen zu stoBen. Dies war aber leider 
nicht der Fall. 

Bei mehrstiindigem Erhitzen auf etwa 125° bleibt das Vita- 
min unverindert, bei vierstiindigem Erhitzen auf 180—190° wird 
es dagegen vollstindig isomerisiert; das Reaktionsprodukt ist zu 
1 y antirachitisch unwirksam und zu 1 mg ungiftig. Aus dem 
erhitzten Material laBt sich ein schwer léslicher, bei 123° schmel- 
zender Stoff isolieren, der sich bei niherer Untersuchung als eine 
Anlagerungsverbindung erweist; sie besteht aus 50°/, Pyrocalci- 
ferol und aus 50°/, eines zweiten isomeren Alkohols, den ich 
Iso-pyro-vitamin nennen will. Die Anlagerungsverbindung libt 
sich itiber die Acetylderivate, die kein Additionsvermégen besitzen, 
in ihre Komponenten spalten. Beim Behandeln mit Essigsiiure- 
anhydrid krystallisiert zuerst das schwer lésliche Iso-pyro-vitamin- 
acetat aus; die Mutterlaugen des Acetates werden verseift, das 
Verseifungsprodukt wird nach der Vorschrift der englischen Forscher 
mit m-Dinitro-benzoyl-chlorid verestert und liefert dann das schon 
bekannte Pyro-calciferol-dinitro-benzoat. 

Das aus dem = Acetat leicht darstellbare Iso-pyro-vitamin 
schmilzt bei 113—115° und zeigt fiir [a], das Drehungsvermégen 
von + 332° in Chloroform. Beim Liegen an der Luft wird es 
rasch gelb. AuBer mit Pyro-calciferol gibt es auch mit Lumi- 
sterin eine Anlagerungsverbindung, die schon Lettré!) beschrieben 
hat. Mit Digitonin verbindet sich das Iso-pyrovitamin ebenfalls, 
doch ist das gebildete Digitonid leichter léslich als die tblichen 
Sterin-Digitonide und wird schon durch Ather in seine Kompo- 
nenten zerlegt. Durch Bestrahlen wird das unwirksame Iso-pyro- 
vitamin nicht aktiviert. 

Bei der Hydrierung mit Natrium und Athylalkohol entsteht 
aus dem Iso-pyro-vitamin ein Dihydroderivat, das sich eben- 
falls mit Digitonin zu einem untypischen Digitonid verbindet. 
Das Acetylderivat des Dihydro-iso-pyro-vitamins lift sich mit 
Platinmohr und Wasserstoff sehr leicht in ein Hexahydroderivat 
verwandeln, durch Verseifen erhilt man daraus einen gesiittigten 
Alkohol, der durch ein sehr schénes Methyl-dinitrobenzoat 
charakterisiert worden ist. Das Hexahydro-iso-pyro-vitamin gibt 





1) Liebigs Ann. 496, 54 (1932). 
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mit Digitonin keine schwer lésliche Anlagerungsverbindung und 
laBt sich auch durch Erhitzen mit Natriumithylat nicht in ein 
mit Digitonin fallbares Isomeres iiberfiihren. 

Das Pyro-calciferol, das durch Verseifung des oben er- 
wihnten Dinitrobenzoates entsteht, liefert durch Behandeln mit 
Natrium und Alkohol ein gut krystallisiertes Dihydroderivat, das 
durch Digitonin nicht gefallt wird; durch Erhitzen mit Natrium- 
iithylat auf 200° geht es aber zu 50—60°/, in ein Epiderivat 
iiber, das mit Digitonin eine schwer liésliche Anlagerungsverbindung 
gibt. Bei der Hydrierung des Dihydro-pyro-calciferol-acetates 
erhilt man ein Hexahydroacetat, das bei der Verseifung Hexa- 
hydro-pyro-calciferol liefert. Dieser gesittigte Alkohol wird 
von Digitonin nicht gefallt, laBt sich aber durch Erhitzen mit 
Natriumathylat in das fillbare Isomere iiberfiihren. Noch leichter 
erhilt man dieses Hexahydro-epi-pyro-calciferol durch Hy- 
drierung des Epi-dihydro-pyro-calciferols. Die durchgefiihrten 
Reaktionen lassen sich durch das folgende Schema wiedergeben. 


Vitamin D, 








3 
SI 
Y 
Anlagerungsverbindung 
Essigsdureanhy drid | | Dinitro- 
benzoyl-chlorid 
Y Y 
Acetat des Dinitro-benzoat 
[so-pyro-vitamins des Pyro-calciferols 
>! 
Fiz Na + Alkohol | 
5 |+ 
Y Y Natriumiithylat 
Dihydro-iso- Dihydro- » Epi-dihydro- 
pyro-vitamin pyro-calciferol pyro-calciferol 
We We ve 
Y Y Y 
Hexahydro-iso- Hexahydro- —___ _» Hexahydro-epi- 
pyro-vitamin pyro-calciferol pyro-calciferol 
Natriumiithylat 


Molekiilverbindung Iso-pyro-vitamin — Pyro-calciferol. 


6 g reines Vitamin D, wurden luftfrei in ein Glasrohr ein- 
geschmolzen und im siedenden Dekalinbad 8 Stunden auf 188° 
erhitzt; die nach dem Abkiihlen erhaltene glasige Masse krystalli- 
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sierte auf Zusatz von Aceton und wurde nun so lange aus Aceton 
umkrystallisiert, bis Schmelzpunkt und Drehung sich nicht mehr 
finderten. Es wurden so Nadeldrusen vom Schmelzp. 122—124° 
erhalten; sie sind in Chloroform leicht léslich und zunehmend 
schwerer léslich in Aceton, Athyl- und Methylalkohol. Ausbeute 
52°/,. Die optische Drehung wurde etwas héher gefunden als 
friiher. 

10,0 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 1/dm, ap = + 2,40°, 

{a]2° = + 300°. 

Durch Verlingerung der Erhitzungsdauer inderte sich die 
Ausbeute an der schwer léslichen Additionsverbindung nicht, durch 
Steigerung der Temperatur auf 250° wurde dagegen die Ausbeute 
sehr verschlechtert: 7,5 g Vitamin D, wurden 14 Stunden auf 188° 
erhitzt. Ausbeute an der Molekiilverbindung 53°/,. — 2,4 g Vita- 
min D, wurden 8 Stunden in Chinaldindampf auf 247° erhitzt. 
Ausbeute an Molekiilverbindung 19,6°/,. Versuche aus den Mutter- 
laugen der Molekiilverbindung Iso-pyro-vitamin als Acetat zu 
isolieren, blieben erfolglos. 


Iso-pyro-vitamin. 

Acetat: 3,12 g der Molekiilverbindung vom Schmelzp. 122 bis 
124° wurden mit 19 ccm Essigsiiureanhydrid 20 Minuten zum 
Sieden erhitzt; etwa die Hialfte des Essigsiiureanhydrids wurde 
dann abgedampft und die iibrigbleibende Lisung zur Krystallisation 
stehen gelassen; nach einigen Stunden war reichliche Krystall- 
abscheidung erfolgt. Die Krystalle wurden abfiltriert und mehr- 
mals aus Ather—Methylalkohol umkrystallisiert; man erhilt so 
glinzende Blattchen vom Schmelzp. 113—115°, die leicht léslich 
in Chloroform und Ather und zunehmend schwerer léslich sind 
in Aceton, Athyl- und Methylalkohol. Ausbeute 32,5 = 

10,4 mg Subst., 2 cem Chloroform, 11/dm, ep= +1,73°, a5 4,,= +2,20°. 

[a]§° = + 833°; [o]efo, = + 423°. 

4,103 mg Subst.: 12,830 mg CO,, 3,920 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 82,12 H 10,58 Gef. C 81,94 H 10,69. 

Iso-pyro-vitamin: 1,43 g des Acetates wurden mit 80 ccm 
5°/,iger methylalkoholischer Kalilauge eine Stunde erwirmt; das 
Verseifungsprodukt mit Wasser ausgefallt und aus Ather—Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Das Iso-pyro-vitamin bildet dabei Prismen 
vom Schmelzp. 112—115°, die sich leicht in Ather und Chloro- 
form, schwerer in Athyl- und Methylalkohol lésen. Das Spektrum 
ist auf Fig. 1 wiedergegeben. 
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11,2 mg Subst., 2 ccm Chloroform, 1 1/dm, «= +1,86°, a,4¢; = +2,32°. 
[a]Z° =+ 832°, [a]22,, =-+ 415°. 
4,909 mg Subst.: 15,290 mg CO,, 4,910 mg H,0. 


C,,H,,0 Ber. © 84,78 H 11,19 Gef. © 84,94 H 11,19. 


Beim Acetylieren des reinen Iso-pyro-vitamins wurde das 
oben beschriebene Acetat vom Schmelzp. 1183—115° erhalten, 
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Iso-pyro-vitamin. 


beim Verseifen gab es den Alkohol vom Schmelzp, 112—115° 
zuriick. 

Digitonid: Zu 2,48 g Iso-pyro-vitamin in 90 com 90°/, igem 
Alkohol wurde eine Digitoninlésung gegeben, die 8 g Digitonin 
in 710 ccm 90°/,igem Alkohol gelést, enthielt; nach kurzem Stehen 
fiel eine Additionsverbindung aus, die nach dem Trocknen 8,73 g 
wog. Die Ausfillung war also keine vollstiindige; nach der Ex- 
traktion des Digitonids. mit Xylol erhielt ich Iso-pyro-vitamin 
zuriick, das denselben unscharfen Schmelzpunkt zeigte wie das 
tiber den Essigsiiureester gereinigte. 

Ich versuchte nun, ob es méglich sei, die Anlagerungsverbin- 
dungen zwischen Iso-pyro-vitamin und Pyro-calciferol mittels 
Digitonin in ihre Komponenten zu zerlegen. 

200 mg der Molekiilverbindung vom Schmelzp. 122—124° wurden in 
Methylalkohol gelést und mit der 3fachen Menge Digitonin versetzt; die 
Lésung wurde zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit niedrig 
siedendem Petrolither ausgekocht; die petroliitherische Lésung wurde ver- 
dampft und hinterlieB einen Riickstand, der 70 mg wog und sich als die 


Molekiilverbindung vom Schmelzp. 122—124° erwies. Noch leichter lést 
Ather die Molekiilverbindung aus dem Digitonid. Nach dem Auskochen mit 
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Ather gingen weitere 110 mg in Lisung, die ebenfalls als die Molekiil- 
verbindung identifiziert wurden; eine Zerlegung der Molekiilverbindung in 
Iso-pyro-vitamin und Pyro-calciferol ist also auf dem hier versuchten Wege 
nicht méglich. 


Dihydro-iso-pyro-vitamin. Hine Lésung von 0,6 g Iso-pyro-vita- 
min in absolutem Alkohol wurde 4 Stunden mit metallischem 
Natrium behandelt; sobald sich Natriumithylat abzuscheiden be- 
gann, wurde es durch Zugabe von absolutem Alkohol wieder ge- 
lést. Das noch heiSe Reaktionsprodukt wurde schnell in Wasser 
gegossen und das organische Material in Ather aufgenommen; 
die itherische Lisung wurde mit Wasser gewaschen, mit ent- 
wissertem Natriumsulfat getrocknet und eingedampft; der Riick- 
stand wurde noch einmal in genau derselben Weise hydriert und 
aufgearbeitet. Das so erhaltene Dihydro-iso-pyro-vitamin wurde 
mehrmals aus Aceton umkrystallisiert und lieferte glinzende Tafeln 
vom Schmelzp. 129—130; sie sind leicht léslich in Chloroform 
und Ather, etwas schwerer léslich in Aceton und Athylalkohol. 
Ausbeute 60°/, d. Th. 


11,8 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 1/dm, op = + 0,07°. 
[a}2! = + 11,85°. 
8,185 mg Subst.: 9,875 mg CO,, 3,340 mg H,0. 
C,,H,0 Ber. C 84,35 H 11,64 Gef. C 84,56 4H 11,73. 


Dihydro-iso-pyro-vitamin bildet mit Digitonin eine Anlage- 
rungsverbindung, doch ist auch diese leichter léslich als die 
typischen Digitonide, so daf nur eine unvollstindige Ausfallung 
des Dihydro-alkohols stattfindet. 

Acetat: 0,25 g Dihydro-iso-pyro-vitamin wurden mit 4 ccm 
Essigsiureanhydrid 20 Minuten iiber freier Flamme zum Sieden 
erhitzt. Nach dem Erkalten fielen schimmernde Blittchen aus, 
die nach dem Umkrystallisieren aus Ather—Methylalkohol bei 145 
bis 146° schmolzen. Das Acetat ist leicht léslich in Chloroform 
und zunehmend schwerer léslich in Ather, Athyl- und Methyl- 
alkohol. 

10,6 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 1/dm, a, = + 0,16°% 

[a]g§ = + 80,2° 

4,039 mg Subst.: 12,090 mg CO,, 3,960 mg H,0O. 

C,,H,0, Ber. © 81,75  H 10,99 Gef. C 81,60 H 10,97. 


Hexahydro-iso-pyro-vitamin. Durch direktes Hydrieren des 
Iso-pyro-vitamin-acetates ist es nicht gelungen, ein reines krystalli- 
siertes Hexahydroderivat zu erhalten; dagegen kommt man ziem- 
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lich leicht zum Ziel, wenn man das mit Natrium und Alkohol 
erhaltene Dihydroderivat katalytisch weiter hydriert: 

1,36 g Dihydro-iso-pyro-vitamin-acetat wurden in Ather—Kis- 
essig gelést und 4 Stunden mit Platinmohr und Wasserstoff ge- 
schiittelt. Nach dieser Zeit war die berechnete Menge Wasserstoff 
fir 2 Doppelbindungen aufgenommen. Nach dem Abdampfen des 
Ather—Kisessiggemisches wurde der dlige Riickstand mit 5°/, iger 
methylalkoholischer Kalilauge verseift; das Verseifungsprodukt 
wurde aus Aceton—Methylalkohol umkrystallisiert; doch gelang es 
auch durch hiufiges Umkrystallisieren nicht, einen scharfen Schmelz- 
punkt zu erreichen; vielmehr sinterte das Material zwischen 68 
bis 80° allméhlich zusammen. Nunmehr wurde der Alkohol im 
Hochvakuum erhitzt und das Sublimat aus Aceton—Methylalkohol 
umkrystallisiert, es zeigte aber auch jetzt denselben unscharfen 
Schmelzpunkt. 

Das Hexahydro-iso-pyro-vitamin krystallisiert in schénen, 
biischelf6rmig angeordneten Nadeln, die in allen organischen Li- 
sungsmitteln auBer Methylalkohol leicht léslich sind. 

16,8 mg Subst. (im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet), 
2cem Chloroform, 1 1/dm «a, = — 0,05°. 

° [o]2° =— 5,9°. 

11,5 mg Subst. (bei 78° im Hochvakuum getrocknet, geschmolzen), 

2ecem Chloroform, 1 1/dm, ep =— 0,04°. 
[a]2° = — 6,95° 

Die im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknete Sub- 
stanz gibt bei der Elementaranalyse etwa 2°/, C zu wenig, die ge- 
schmolzene und bei 78° im Hochvakuum getrocknete Substanz 
gibt richtige Analysenzahlen. Der unscharfe Schmelzpunkt ist also 
augenscheinlich durch Krystallésungsmittel bedingt. 

4,192 mg Subst.: 12,810 mg CO,, 4,820 mg H,0. 

C.,H 5,0 Ber. C 83,50 H 12,52 Gef. C 83,33 H 12,86. 

Hexahydro-iso-pyro-vitamin-4-methyl-3,5-dinitro- 
benzoat. 1g des gesittigten Alkohols wurde in 15 ccm absolutem 
Pyridin gelist, mit 1 g festem Methyl-dinitro-benzoyl-chlorid ver- 
setzt und das Ganze 45 Minuten auf 75° erwirmt. Das Reaktions- 
gemisch wurde in Natriumbicarbonatlésung gegossen, das aus- 
gefallene Material abfiltriert und mit Ather aufgenommen. Nach dem 
Verdampfen des Athers blieb der Methyl-dinitro-benzoesiiureester 
krystallisiert zuriick; er wurde so oft aus Aceton umkrystallisiert, 
bis er den konstanten Schmelzp, 164—165° zeigte; er krystallisiert 
in derben, gelblich gefarbten Prismen und ist in Chloroform leicht 


Hoppe-Seyler’s Zeitachrift f. physiol. Chemie. COXIV. 15 
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léslich, zunehmend schwerer léslich ist er in Ather, Aceton, Athyl- 


und Methylalkohol. 
14,5 mg Subst., 2 ccm Chloroform, 1 1/dm, ep = + 0,01°. 
(a]2° = + 1,37°% 
4,204 mg Subst.: 10,890 mg CO,, 3,390 mg H,O. —- 5,586 mg Subst.: 
0,285 cem N, (24°, 749 mm). } 
CysHs0,N. Ber. C 70,77 H8,92 N 4,59 
Gef. ,, 70,66 ,, 9,02 ,, 4,77. 
Beim Verseifen des prachtvoll krystallisierenden Methyl-dinitro- 
benzoates erhalt man das unscharf schmelzende Hexahydro-iso- 
pyro-vitamin zuriick. 


Beim Erhitzen des Hexahydro-alkohols mit Natriumithylat auf 200° 
entsteht kein mit Digitonin fillbares Isomeres; die Hauptmenge des Hexa- 
hydro-iso-pyro-vitamins bleibt vielmehr unverdndert und kann als Methy]- 
dinitro-benzoesiureester identifiziert werden. 


Pyro-calciferol. 

Dinitrobenzoat. 3,590 g erhitztes Vitamin D,, aus dem 
das Iso-pyro-vitamin-acetat méglichst vollstindig entfernt war, 
wurden nach dem Verseifen mit 4 g m-Dinitro-benzoylchlorid 
in absolutem Pyridin gelést und 40 Minuten auf dem siedenden 
Wasserbad erwirmt; das Reaktionsprodukt wurde in kalte Natrium- 
bicarbonatlésung gegossen und die sich absetzende und an den 
GefaBwandungen klebende rotbraune Masse einige Male mit Wasser 
und schlieBlich mit wenig Methylalkohol gewaschen; dann wurde 
das Material in Ather aufgenommen, die itherische Lisung mit 
verdiinnter Essigsiure, mit verdiinnter Sodalésung und mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wurde aus 
siedendem Aceton umkrystallisiert und lieferte derbe, dunkelgelbe 
Prismen, die nach weiterem Umkrystallisieren aus Chloroform-— : 
Alkohol bei 170—171° schmolzen. Der Dinitro-benzoesiure-ester 
des Pyro-calciferols ist leicht léslich in Chloroform und Benzol, ; 
ziemlich schwer léslich in kaltem Aceton, schwer léslich in Athyl- 
und Methylalkohol. Ausbeute 2,5 g. 

23 mg Subst., 2cem Chloroform, 1 1/dm, ap = + 2,25°, a4, = + 2,75°. ¢ 

[o]g* =+ 195°, [o]fig, = + 239% 

Die englischen Forscher, die den Stoff als erste dargestellt | 
haben, gaben den Schmelzpunkt zu 167,5—169,5° und die Dre- 
hung fiir [@]??,, zu + 250° an. 

Pyro-caleciferol: 2,5 g Dinitro-benzoesiure-ester wurden 
unter Durchleiten von reinem Stickstoff mit 6°/,iger methyl- 
alkoholischer Kalilauge 1 Stunde erwiirmt; das Reaktionsprodukt 
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wurde nach Zusatz von Wasser mit Ather ausgeschiittelt; der 
Riickstand der atherischen Lésung wurde aus Methylalkohol unter 
Zusatz von einigen Tropfen Wasser umkrystallisiert; es wurden 
so schéne lange Nadeln erhalten, die entsprechend den Angaben 
der englischen Forscher bei 94—95° schmolzen. Das Pyro-calci- 
ferol ist in allen organischen Liésungsmitteln auBer Methylalkohol 
sehr leicht léslich. 

5,4 mg Subst., 2 cem absoluter Alkohol, 1 1/dm, ap = + 1,37°. 

O54, = + 1,68°, [a]h° =+ 512°, [a]3oe, = + 622° 

Dihydro-pyro-calciferol: 1,15 g Pyro-calciferol wurden in 
derselben Weise wie das Iso-pyro-vitamin mit Natrium und 
Athylalkohol hydriert. Das schwach briaunlich gefiirbte Reaktions- 
produkt wurde dann mit Tierkohle entfirbt und wiederholt aus 
Aceton—Methylalkohol umkrystallisiert. Es bildet dann Nadel- 
biischel vom Schmelzp. 121—122°, die in Chloroform und Ather 
leicht léslich, in Aceton, Athyl- und Methylalkohol schwerer lés- 
lich sind. Ausbeute 70°/, d. Th. 

20,2 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 1/dm, ep = + 0,71°. 

[a]}* = + 70,3°% 

4,108 mg Subst.: 12,665 mg CO,, 4,220mg H,0. 

C,,.H,O Ber. C 84,35 H11,64 Gef. C 84,09 4H 1149. 
Mit Digitonin gibt das Dihydro-pyro-calciferol keine Fillung. 
Acetat: 0,29 g Dihydro-pyro-calciferol und 1,3 ccm KEssig- 

siureanhydrid wurden 20 Minuten unter RiickfluB erhitzt; das 
nach dem Erkalten ausgefallene Material wurde abgesaugt und 
aus Ather—Methylalkohol umkrystallisiert; man erhilt so derbe 
Prismen, die bei 181—133° schmelzen und in Chloroform und 
Ather leicht, in Aceton etwas schwerer und in Methylalkohol sehr 
schwer léslich sind. 

7,15 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 1/dm, «ap = + 0,32°, 

oj}? = + 44,7°. 

4,230 mg Subst.: 12,860 mg CO,, 4,230 mg H,O. 

C,,H,,0, Ber. C 81,75 H 10,99 Gef. C 81,85  H 11,04. 

Beim Verseifen des Acetates wurde der Dihydro-Alkohol vom 
Schmelzp. 121—122° zuriickgewonnen. 

Epi-dihydro-pyro-calciferol. 0,185 g Dihydro-pyro-calciferol 
wurden mit einer Lésung von 0,5 g Natrium in 5 ccm absolutem 
Alkohol 11 Stunden auf 190° erhitzt; die Aufarbeitung des Rohr- 
inhalts geschah in der iiblichen Weise; die quantitative Bestimmung 
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mittels Digitonin ergab, daB etwa 55°/, des Ausgangsmaterials 
in einen fallbaren Stoff iibergefiihrt waren. Das nicht Fillbare 
erwies sich als unverindertes Dihydro-pyro-calciferol. 

Der fallbare Anteil — Epi-dihydro-pyro-calciferol-digitonid — 
wurde 20 Stunden mit Xylol extrahiert; das Xylol wurde im 
Vakuum abgedampft und der Riickstand aus Methylalkohol um- 
krystallisiert. Das Epiderivat krystallisierte in farblosen, durch- 
sichtigen Platten, die bei 138—139° schmolzen; sie sind sehr 
leicht léslich in Chloroform und Ather, etwas schwerer léslich in 
Aceton, ziemlich schwer léslich in kaltem Methylalkohol. 

12,7 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 l/dm, ep = + 0,845°. 

[o]2° = + 54,3°. 

4,294 mg Subst.: 13,325 mg CO,, 4,530 mg H,0. 

C,,H,,0 Ber. C 84,35 H 11,64 Gef. C 84,63 H 11,80. 

Acetat: 1 g Epi-dihydro-pyro-calciferol wurde mit 5 ccm 
Essigsiiureanhydrid 3 Minuten iiber freier Flamme erhitzt. Nach 
dem Erkalten fielen lange Nadeln aus, die nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Aceton—Methylalkohol bei 98—99° schmolzen; sie sind 
in Chloroform und Ather leicht, in Aceton, Athyl- und Methyl- 
alkohol zunehmend schwerer lislich. 


10,1 mg Subst., 2 eem Chloroform, 1 1/dm, ep = + 0,18°. 


[a]}® = + 35,6°. 
4,214 mg Subst.: 12,620 mg CO,, 4,110 mg H,0. 
C,,H,,0. Ber. © 81,75 H 10,99 Gef. C 81,68 H 10,91. 


Hexahydro-pyro-calciferol. Acetat: 1,8 g Dihydro-pyro-calci- 
ferol-acetat wurden in einem Gemisch von Ather und Eisessig ge- 
lést und mit Platinmohr und Wasserstoff 1 Tag bei Zimmertempe- 
ratur und dann noch 2 Tage bei 70° geschiittelt. Nach dem Ab- 
dampfen des Lésungsmittels und Anspritzen mit Aceton trat 
Krystallisation ein. Durch hiufiges Umkrystallisieren aus Aceton 
wurde ein Acetylderivat von dem konstant bleibenden Schmelz- 
punkt 189—140° isoliert. Es krystallisiert in feinen Nadeln, die 
etwa dieselbe Léslichkeit zeigen wie das Ausgangsmaterial; sie geben 
keine Farbreaktion nach Salkowski. Ausbeute 0,429¢ an reinem 
Perhydro-acetat. 


15,3 mg Subst., 2 eem Chloroform, 1 1/dm, «, = + 0,20°. 
[o]}® = + 26,1°% 
4,551 mg Subst.: 13,480 mg CO,, 4,760 mg H,O. 
C,,H;:0, Ber. © 81,00 H 11,79 Gef. C 80,78 H 11,70. 
Hexahydro-pyro-calciferol: 0,42 g Acetat wurden durch 
1 stiindiges Erwirmen mit 5°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 
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verseift. Der gesittigte Alkohol krystallisierte aus Aceton-Methyl- 
alkohol in derben Prismen vom Schmelzp. 130—131°; in seinen 
Loslichkeitsverhiltnissen gleicht er den anderen Stoffen dieser 
Gruppe. 

16,3 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 1/dm, «, = + 0,28°. 

[a]}® = + 34,85° 
4,584 mg Subst.: 14,040 mg CO,, 5,120 mg H,0. 
C.gH,590 Ber. C 83,50 H 12,52 Gef. C 83,51 H 12,49. 


Beim Erhitzen des Alkohols mit Natriumithylat auf 190° 
geht er zu etwa 65°/, in ein mit Digitonin fallbares Epiderivat 
liber, das bei 187—138° schmolz und fiir [a], bei + 31,15° 
drehte. Denselben Stoff habe ich auch durch Hydrierung des 
Kpi-dihydro-pyro-calciferols erhalten. 

Hexahydro-epi-pyro-calciferol. 0,700 g Epi-dihydro-pyro-calci- 
ferol-acetat wurden in Hisessiglésung zunichst 1 Tag bei Zimmer- 
temperatur und dann noch 3 Tage bei 60° mit Wasserstoff und 
Platinmohr geschiittelt; in dieser Zeit wurden 2 Mol Wasserstoff 
aufgenommen, und die Farbreaktion nach Salkowski war fast 
verschwunden. Die Lésung wurde vom Katalysator abgegossen 
und dieser mit Ather griindlich ausgewaschen. Nach dem Ab- 
dampfen des Lésungsmittels im Vakuum hinterblieb ein Riickstand, 
der nicht krystallisieren wollte; er wurde dann mit 5°/,iger methyl- 
alkoholischer Kalilauge verseift und lieferte dabei einen Alkohol, 
der zwar krystallisierte, aber nicht scharf und konstant schmolz; 
er wurde darum in den m-Dinitrobenzoesiure-ester verwandelt. 
0,57 g des Hexahydro-epi-alkohols wurden mit 0,6 g m-Dinitro- 
benzoylchlorid in absolutem Pyridin in der iiblichen Weise ver- 
estert. Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Chloroform— 
Methylalkohol erhielt ich den Ester in schénen, gelb gefirbten 
Nadeln, die bei 197—198° schmolzen. Der Ester ist leicht lés- 
lich in Chloroform, weniger léslich in Aceton, sehr schwer léslich 
in kaltem Methylalkohol. 

16,3 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 1/dm, «, = + 0,17°. 

[o}}® = + 20,9°. 

4,328 mg Subst.: 11,150 mg CO,, 3,380 mg H,O. — 5,220 mg Subst.: 
0,216 cem N, (23°, 761 mm). 

C,,4H,,0.N, Ber. C 70,42 H8,79 N 4,70 
Gef. ,, 70,25 5, 8,74 5 4,78. 

Alkohol: Der aus dem Ester durch Verseifen zuriickgewonnene 
Alkohol schmolz nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Aceton 
bei 137° Er krystallisiert in langen Nadeln vom Schmelzp, 137°. 
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Er zeigt &hnliche Léslichkeitsverhiltnisse wie sein Isomeres. 
Dagegen gibt er mit Digitonin eine schwer lésliche Anlagerungs- 
verbindung. 
11,2 mg Subst., 2 cem Chloroform, 11/dm, o, = + 0,17°. 
[o]}8 = + 80,15°. 
4,352 Subst.: 18,340 mg CO,, 4,890 mg H,0. 
C,,H,.0 Ber. C 83,50 H 12,52 Gef. C 83,60 H 12,57. 


Physiol. Priifung. 

Der Giftgrenzwert eines bestrahlten Ergosterins ist diejenige 
kleinste Tagesmenge pro Tier, die bei mindestens 4 ausgewachsenen 
Miusen im Gewicht von iiber 16g, in 12 Tagen 10 mal verabreicht, 
entweder Tiere tétet oder im Durchschnitt eine Gewichtsabnahme 
von 2,5 g oder mehr herbeifiihrt, wobei die Mehrzahl der mit 
héheren Dosen behandelten Miuse Ablagerungen von Kalk in den 
Nieren haben soll. 

Das Gesamterhitzungsprodukt von reinem Vitamin D, wurde 
in den Dosen 0,2, 0,3, 0,5, 1 und 2 mg an 25 Miusen gepriift. 
In keinem Falle wurde der Giftgrenzwert erreicht; er liegt also 
iiber 2 mg; der Giftgrenzwert des reinen Vitamins liegt bei etwa 
0,075 mg. 

Am Iso-pyro-vitamin war die Dosis von 1 y ohne jede anti- 
rachitische Wirksamkeit; bei 1 mg war der Giftgrenzwert noch 
nicht erreicht. 

Nun wurde das Iso-pyro-vitamin mit Magnesiumfunken be- 
strahlt, wobei ein rascher Abbau des Absorptionsspektrums er- 
folgte. Das bestrahlte Iso-pyro-vitamin war zu 1 y antirachitisch 
unwirksam, was sowohl in Darmstadt wie in Elberfeld und Gat- 
tingen festgestellt wurde. 

Beim Pyro-calciferol lag die Dosis von 0,75 mg noch unter 
der Giftgrenze. 

Bei der Bestrahlung des Pyro-calciferols mit Magnesium- 
funken wurde das Spektrum, das demjenigen des Iso-pyro-vitamins 
sehr ahnlich ist, viel langsamer abgebaut. 

Das bestrahlte Pyro-calciferol war in der Dosis von 1 y 
antirachitisch unwirksam. 


Herrn Prof. Dr. Windaus bin ich fiir die Leitung und 
Foérderung meiner Arbeit zu ergebenem Dank verpflichtet. 
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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. III. 
Uber die Proteinasen von Drosera rotundifolia. 


Von 
Heinz Holter und K. Linderstrem-Lang. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Dezember 1932.) 


Auf Grund einer Anzahl von ilteren Untersuchungen’) wird 
angenommen, da die insektenfressenden Pflanzen einen Teil ihres 
Bedarfs an Stickstoff und Phosphor durch Verwertung tierischen 
EiweiBes decken. Die Uberfiithrung dieses EiweiBes in resorbier- 
bare Abbauprodukte miiBte dann durch Proteinasen geschehen, 
deren Existenz in dem von den meisten insektivoren Pflanzen 
durch eigene Organe abgeschiedenen Sekret man seit langem ver- 
mutet und in vielen Untersuchungen zu beweisen gesucht hat. 
Die Hauptfrage, die derartige Untersuchungen zu lésen haben, ist 
die, ob das Sekret echte proteolytische Verdauungsenzyme enthialt, 
etwa von der Art der im tierischen Verdauungskanal auftretenden, 
oder ob die AufschlieBung der Leichen von eingefangenen Insekten 
bloB ein autolytischer ProzeB ist (eventuell durch bakterielle Kin- 
wirkung ersetzt oder erginzt), und die Pflanze sich darauf beschrankt, 
durch Resorption und weiteren Abbau im eigenen Gewebe die 
Proteine der Beutetiere fiir sich als Stickstoffquelle nutzbar zu 
machen. Man nimmt — allerdings keineswegs einmiitig — an, 
daB beide Typen des einleitenden Proteinabbaues bei verschiedenen 
Gattungen realisiert seien. 

Die einzigen Pflanzen, die eine exakte Bearbeitung dieser 
Frage mit der derzeit zur Erforschung proteolytischer Enzyme 
iiblichen Methodik ohne weiteres erméglichen, sind Nepenthesarten, 
deren Kannensekret in fiir die Erfordernisse dieser Methodik aus- 
reichenden Mengen abgeschieden wird. K.G.Stern und E. Stern 
haben in einer vor kurzem erschienenen Arbeit?) iiber die Pro- 
teinasen zweier Nepenthesarten berichtet: Sie finden mit nephelo- 
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metrischer Methodik zwei Proteinasen, eine von katheptischem*) 
und eine von tryptischem Typus, von denen sie jedoch nur die 
letztere mit Sicherheit als von der Pflanze sezerniert ansehen 
und fiir das Kathepsin — dessen proteolytische Aktivitit jedoch 
den Sternschen Versuchen zufolge nicht wesentlich kleiner ist 
als die des tryptischen Enzymes — die Méglichkeit offen lassen, 
daB es durch Mikroorganismen oder Insektenleichen ins Kannen- 
sekret eingeschleppt worden sei. Sie ziehen diesen Schlu8 auf 
Grund der Uberlegung, daB beim Kigen-p,, des Sekretes (p,, etwa 7) 
eine irgendwie betrichtliche katheptische Wirkung unwahrschein- 
lich sei. Die beiden Verfasser erwiihnen in dieser Arbeit auch 
eine Abhandlung von K. Okahara®), der ein in Drosera rotundi- 
folia vorkommendes, dem tierischen Pepsin sehr ahnliches Ferment 
beschrieben hat, und ziehen aus Okaharas Ergebnissen, zu- 
sammen mit ihren eigenen, den Schlub, ,daB sich die Pflanzen 
zur Proteinverdauung prinzipiell der gleichen Enzyme bedienen, 
wie sie im Tierreich gefunden werden“. 

Wir werden auf die Arbeit Okaharas sogleich zuriickzu- 
kommen haben, wollen aber vorher noch in Kirze von dlteren 
Untersuchungen iiber Drosera-Enzyme eine Arbeit von K. Dernby*) 
erwihnen, der bei Verwendung von Acidalbumin‘) als Substrat 
eine bei p, = 5 optimal wirkende Proteinase in einem dialysierten 
Glycerinextrakt aus frischen Droserablittern nachwies. Enzyme 
von tryptischem oder ereptischem 'ypus konnte er, obwohl er 
danach suchte, nicht auffinden. Die Frage, ob die von ihm 
beschriebene Proteinase, die wir nach der gegenwiirtig iiblichen 
Terminologie wohl am ehesten als dem Papaintypus zugehdrig 
ansprechen wiirden, dem Sekret oder dem Gewebe der Blitter 
entstammte, wurde von Dernby nicht aufgeworfen. 

Mit diesem Ergebnis steht das Resultat von Okahara in 
Widerspruch. Dieser Autor arbeitete ebenfalls mit einem Glycerin- 
extrakt aus frischen Droserablittern, den er durch Acetonfallung 
reinigte. Als Substrat verwendete er Carminfibrin, dessen Auf- 
lésungsgeschwindigkeit unter der EKinwirkung gleicher Extrakt- 
mengen er bei verschiedenem p,, bestimmte. Mit dieser Methodik 
fand er das Wirkungsoptimum seines Extraktes bei p,, = 1,35 bis 
1,54 und sprach auf Grund dieses Ergebnisses, sowie der Lage 





*) Die Verwendung der Bezeichnung ,,Kathepsin“ riihrt von K. G. Stern 
und E. Stern her. Nach der z. B. von Grassmann!) eingehaltenen Termi- 
nologie wiire die fragliche Proteinase eher als dem Papaintypus angehdérig 
zu bezeichnen. 
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des Temperaturoptimums (45°), die Proteinase von Drosera rotundi- 
folia als ein dem Pepsin nahestehendes Enzym an, eine Auf- 
fassung, die spiter in die Literatur (?*) eingegangen ist. 

Dieser Befund schien uns so bemerkenswert, daf wir uns in 
der vorliegenden Untersuchung seine Nachpriifung besonders an- 
gelegen sein lieben. Kine Bestitigung der Resultate Okaharas 
ist uns jedoch nur in sehr bescheidenem Mabe gegliickt und wir 
michten hier so kurz als méglich einige Punkte seiner Arbeit 
besprechen, da sie uns geeignet erscheinen, die Verschiedenheit 
unserer und seiner Resultate zu erkliren. Eine schwache und 
nur unter Zugrundelegung sehr gezwungener Annahmen sich 
bietende Méglichkeit, die beiden Resultate unter einen Hut zu 
bringen, wird auf Seite 231 besprochen werden. 


1. Nach dem Ergebnis von Okaharas Versuchen zur Bestimmung 
des py-Optimums fillt die Wirkung der Droseraproteinase auf der sauren 
Seite vom optimalen Wert (bei py = 1,35) unvermittelt auf 0 (bei py = 1,18) 
ab. Soweit wir aus der Wiedergabe der Versuche ersehen kinnen, wird 
dieses Ergebnis durch ein einziges Kontrollexperiment (Fibrin + n/10-HC\) 
gestiitzt. Bei einem Versuch, den wir mit Carminfibrin und reiner Salz- 
siure in n/10—n/1000-Lésungen anstellten, zeigte es sich, dali die Auf- 
lésungsgeschwindigkeit des Fibrins in den enzymfreien Siurelésungen bei 
Pu 1—2 durchaus in der GréBenordnung der von Okahara beobachteten 
Werte lag und im iibrigen in hohem MaBe von der Oberfliichenbeschaffen- 
heit der Fibrinflocken abhingig war. Wir sind uns dariiber klar, da8 das 
von uns beniitzte Fibrinpriiparat von dem Okaharas sehr verschieden 
gewesen sein kann, wollten aber unsere Beobachtung hier erwihnen, um 
die Notwendigkeit schiirfster Kontrolle bei der Verwendung dieser Methodik 


zu beleuchten. 
2. Es ist aus Okaharas Versuchsbeschreibung nicht zu ersehen, ob 


die Verdauungsansiitze mit Carminfibrin wihrend des Versuches geschiittelt 
wurden. Sollte dies unterlassen worden sein, so sind die py-Messungen, 
die mit der itiberstehenden Lésung ausgefiihrt wurden, so gut wie wertlos, 
da in der Grenzschicht zwischen Fibrin und Lésung ganz andere Aciditiits- 
verhiltnisse sich ausbilden miissen, als in der iibrigen Fliissigkeit, gerade 
jene aber den Auflésungsvorgang beherrschen. Eine solche lokale p,,-Ver- 
schiebung wiirde, wie leicht einzusehen ist, in so sauren Lésungen nach 
der alkalischen Seite gehen. 

3. Die Siure, mit deren Hilfe die Pflanze die dem Wirkungsoptimum 
des Enzyms entsprechende Verdauungsaciditit herstellen soll, ist nach Oka- 
hara die von ihm und Reess und Wil1’) in den Droserablittern gefundene 
Ameisensiure. Um ein auch nur einigermaBen optimales pq festhalten zu 
kénnen (nach Okahara ist schon bei py; = 2,39 die proteolytische Wirkung 
weniger als 10°/, der optimalen), miiBte die Ameisensiure in etwa 1—5 n- 
Lésungen von der Pflanze sezerniert werden (oder in den Driisen enthalten 
sein), was sehr auffallend wire, zumal da es z. B. Frankland) nicht 
gelungen ist, Ameisensiure in Droserablittern nachzuweisen, die, wenn in 
solehen Konzentrationen vorhanden, doch schwer zu iibersehen war. 
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Ob nun aber Dernbys oder Okaharas Befund besser den 
Tatsachen entspricht, oder vielleicht gar alle beide richtig sind, 
die fiir die Ernahrungsphysiologie von Drosera interessanteste 
Frage kann von diesen Arbeiten nicht gelést werden: ob niamlich 
die gefundenen Proteinasen dem Driisensekret oder dem Blatt- 
gewebe entstammen, und welche Rolle sie beim Abbau des Eiweibes 
der eingefangenen Tiere spielen. Nach unserer Meinung ist die 
einzige Méglichkeit zu einer befriedigenden Charakterisierung der 
Drosera-Proteinasen die, das Driisensekret und das Blattgewebe 
getrennt zu untersuchen und auf diese Weise festzustellen; 

1. ob iiberhaupt eine Proteinase von den Driisen sezerniert 
wird, 

2. welche Stellung im System der proteolytischen Enzyme 
sie einnimmt, und 

3. in welchen Mengen sie vorkommt, und wie sich diese 
Mengen zu den im Blattgewebe zu erwartenden Endoproteinasen 
verhalten. 

Schon in der ersten Abhandlung dieser Reihe*) wurde 
darauf hingewiesen, wie sehr qualitative Untersuchungen erschwert 
und quantitative unméglich gemacht werden durch die groBe 
Menge von Ballast, den man bei Extrakten aus gréferen Organ- 
mengen mitschleppt und der die Wirkung der eigentlich zu unter- 
suchenden Enzyme veriindern oder verdecken kann. Wir haben 
diese Schwierigkeiten durch die Anwendung von Mikromethoden 
zu umgehen versucht und wollen im folgenden iiber die bis jetzt 
erzielten Ergebnisse berichten. 

Die von uns untersuchten Organe von Drosera rotundifolia sind die 
Blitter, die kreisrund sind und einen Durchmesser von etwa 0,8—1 cm 
haben. Auf ihrer Oberfliche tragen sie gleichmaBig verteilt eine Anzahl 
von roten Haaren (etwa 100—200; wir haben mit einem Durchschnitt von 
160 gerechnet). Die am Rande stehenden Haare sind linger als die anderen, 
haben aber sonst den gleichen Bau, indem sie auf einem einige Millimeter 
hohen Stiel einen Driisenkopf tragen, der das glasklare Sekret absondert und 
bei gesunden frischen Blittern von diesem ganz eingehiillt ist. Der Sekret- 
tropfen hat in feuchter Atmosphire einen durchschnittlichen Durchmesser 
von etwa 0,3 mm. Das Sekret ist ungeheuer klebrig und fadenziehend; 
Insekten, die auf das Blatt geraten, werden vom Sekret festgehalten, und tiben 
einen Reiz auf die Pflanze aus, der bewirkt, daB sich viele Haare iiber 
das Insekt beugen und es allmihlich ganz mit ihrem Sekret umschlieBen (vgl.’). 

Die Anpassung der bis jetzt auf die Messung von Peptid- 
spaltungen zugeschnittenen Mikromethodik® !°) an die Erfordernisse 
der Proteinasenbestimmung gelang ohne gréBere Schwierigkeiten 
bei der Verwendung von Edestin als Substrat. Dieses Protein ist 
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bei Gegenwart der von uns angewendeten Salzsiiuremengen in 
80°/,igem Aceton léslich und kann in solchen Lésungen glatt mit 
n/20-alkoholischer Salzséure und Naphthylrot als Indicator titriert 
werden. Die Schiirfe des Umschlages leidet etwas unter dem 
gréBeren Wassergehalt des Acetones (80°/, Aceton gegeniiber 90°/, 
bei Peptidtitrationen), ist aber fiir die vorliegenden Zwecke aus- 
reichend mit einer Titrationsgenauigkeit von 0,15 cmm n/20- 
alkoholischer HCl. 

Nihere Angaben iiber die spezielle enzymatische Methodik, 
die Probenahme und Verwertung der Versuchsergebnisse werden 
im experimentellen Teil dieser Arbeit gegeben werden. Hier 
sollen vorliufig nur an Hand der Figuren 1—3 die allgemeinen 
Versuchsresultate dargestellt werden. 

Vor allen Dingen ist festzustellen, daB zweifellos von den 
Driisenképfen eine echte, im sauren Bereich wirksame Proteinase 
sezerniert wird, und zwar in relativ betrichtlichen Mengen. Ihr 
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Fig. 1. Proteinasenverteilung im Droserablatt. 


Wirkungsoptimum gegeniiber Edestin als Substrat liegt bei etwa 
Pq = 3,2. AuBerdem findet sich eine Proteinase im Gewebe der 
Blatter und Driisenhaare, wohl ein Endoenzym vom Typus der 
von anderen hdheren Pflanzen bekannten Gewebsproteinasen. 
Diese ist in relativ viel geringeren Mengen nachweisbar und ent- 
faltet ihre optimale Wirkung auf dasselbe Substrat bei p, = 4,3. 
Die relativen Aktivitiiten dieser Enzyme, auf den Enzymgehalt 
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von 0,1 cmm Sekret und die entsprechenden Haar- und Blatt- 
mengen grob umgerechnet, stellt Fig. 1 dar. Die Kurven I und 
II sind die Aktivitéten des Driisensekretes in zwei verschiedenen 
Versuchen, ausgedriickt in cmm n/20-HCl (jeder Punkt das Mittel 
aus mindestens 2 Parallelbestimmungen), Kurve IV die Aktivitit 
eines Extraktes aus der Blatts}, “*e, von der die Driisen so gut wie 
méglich entfernt worden waren, und Kurve III die Wirkung eines 
Extraktes aus den abgeschnittenen Driisenhaaren. Die Kurven 
sind, wie gesagt, auf den gleichen MaSstab umgerechnet und un- 
mittelbar vergleichbar. Zu der Frage, wieweit diese Kurven ein 
Ausdruck fiir die im lebenden Droserablatte tatsichlich herrschen- 
den enzymatischen Verhiltnisse sind, ist folgendes zu bemerken: 
Die qualitative Festlegung zweier Proteinasen, charakterisiert 
durch die aus den Kurven I, IJ und IV ersichtlichen p,-Optima, 
gefunden unter gleichen Versuchsbedingungen am gleichen Substrat, 
scheint vorliufig erlaubt.*) Der Verlauf der Kurve III ist wohl am 
einfachsten durch eine Uberlagerung der Wirkung der beiden 
Enzyme zu erkliren, deren eines als Gewebsenzym des Haar- 
und Driisenkopfgewebes anzusprechen ist, das mit dem der Blatt- 
spreite (Kurve IV) identisch ist und keine fiir Drosera funktions- 
typischen EKigenschaften’ zeigt, wihrend das andere Enzym ent- 
weder den Sekretionszellen der Driisenképfe oder aber einfach 
den diesen anhaftenden Sekretresten (Kurven I und I) entstammt, 
welche sich nur schwer vollstiindig entfernen lassen. Wir haben 
also mit elmer ganz verschiedenen lokalen Verteilung der beiden 
Enzyme zu rechnen und das eine, hier besonders interessierende, 
im zell- und fremdk6érperfreien Driisensekret vorkommende, als 
eine zu Verdauungszwecken sezernierte Proteinase anzusehen. 
Schwieriger ist die Frage nach den quantitativen Verhilt- 
nissen zu beantworten, in denen die beiden Enzyme im Blatte 
vorkommen. Das Kurvenbild der Fig. 1 scheint eindeutig zu 
zeigen, daB die Menge der sezernierten Proteinase die der Gewebs- 
proteinase weitaus iiberwiegt, und es ist eine solche Verteilung 
auch sehr wohl méglich. Doch ist hier zu bedenken, daB bei 
den vorliegenden Versuchen, die vor allem auf die qualitative 


—_—-———- 


*) Um MiBverstindnissen vorzubeugen, sei ausdriicklich darauf hin- 
gewiesen, da8 wir, wenn wir hier wie im folgenden von zwei verschiedenen 
Enzymen sprechen, dies auf Grund der bis jetzt experimentell festgelegten 
Wirkungsweise dieser Enzyme tun, an die wir uns vorliufig einzig zu halten 
haben. Dies schlieBt die Méglichkeit einer sich bei der Befreiung von Bei- 
mengungen etwa erweisenden Identitiéit der beiden Enzyme nicht aus. 
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Klarung der Verhialtnisse zugeschnitten waren, mit Glycerin- 
extrakten aus den untersuchten Organpartien gearbeitet wurde. 
Dies war notwendig, da bei den Versuchen, die die Festlegung 
des p,-Optimums der einzelnen Enzyme zum Ziel hatten, vor 
allem darauf geachtet werden mubte, dab das Enzym in den 
Kinzelbestimmungen in absolut gleicher Menge vorhanden war. 
Dies 1i8t sich nur durch Pipettierung gleicher Anteile von einer 
erdBeren Menge*) Enzymlésung erreichen, also mit anderen Worten, 
durch Anfertigung von Extrakten aus dem Material, das nicht, 
wie das Sekret, von der Natur in homogener Form geliefert wird. 
Die Extraktion fihrt aber, wie bekannt, eine Unsicherheit iiber 
den Anteil des im lebenden Gewebe wirksamen Enzymes mit 
sich, der im Spaltungsversuch meBbar wird, und mit dieser Un- 
sicherheit sind die Kurven III und IV der Fig. 1 also behaftet. 
Wir hoffen, diese Seite der Frage in zukiinftigen Versuchen — 
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Fig. 2 DP, Optima verschiedener Proteinasen gegen Edestin als Substrat. 
sobald wieder frische Pflanzen zu beschaffen sein werden — noch 
kliren zu kénnen, und nehmen vorliufig mit allem Vorbehalt als 
Arbeitshypothese an, daB die quantitative Enzymverteilung im 
Blatt durch die Fig. 1 annihernd richtig wiedergegeben wird, 
d.h. also, daB die Proteinaseaktivitit des Blattgewebes kleiner 
ist als die Aktivitit des vom Blatte abgesonderten Sekretes. 

Wihrend die Lage des p,-Optimums der Drosera-Gewebs- 
proteinase nichts Neues darbietet und gut mit der der von an- 
deren Pflanzen bekannten iibereinstimmt [vgl. z.B. Mill und Linder- 
stram-Lang!)] ist es vor allem das Enzym des Driisensekretes, 

*) Um welche Mengen es sich hierbei handelt, mége durch die Angabe 
illustriert werden, daB die Kurve I der Fig. 1 (12 Bestimmungen) mit Hilfe 


von etwa 1,5 cmm Sekret bestimmt wurde, die mit 60°/,igem Glycerin auf 
100 cmm verdiinnt worden waren. 
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das hier interessiert. In Fig. 2 sind die an Edestin bestimmten 
p,-Optima verschiedener Proteinasen eingezeichnet, und zwar in 
Prozent der Maximalspaltung, um den Vergleich zu erleichtern. 
Die Kurve IT zeigt das p,,-Optimum der Proteinase des Drosera- 
sekretes, bestimmt in 2 Versuchen an verschiedenem Material 
(Kurven I und II der Fig. 1). Kurve I (Fig. 2) ist eine zu Ver- 
gleichszwecken mit Merckpepsin bestimmte Optimumskurve, die 
Kurven ITI, IV und V gelten fiir Malzproteinase [Mill und Linder- 
strom-Lang!)], Hefetryptase und Papain [W. Grassmann und 
M. Dyckerhoff}*)], Besonders interessant ist mit Riicksicht auf 
K. Okaharas Befund der Unterschied zwischen der Drosera- 
proteinase und dem Pepsin. Auf Grund des Zusammenhanges der 
Wirkungsoptima proteolytischer Enzyme mit dem isoelektrischen 
Punkt der Substrate war ja eine Verschiebung des Pepsinoptimums 
nach der alkalischen Seite zu erwarten, wenn man von Fibrin 
(dem von Okahara verwendeten Substrat) auf Edestin iiberging; 
und aufSerdem ist, wie bekannt, auch 
die absolute Versuchsdauer, die bei 
unseren Versuchen viel gréBer war als 
bei Okahara, von Einflu8 auf das 
Py-Optimum. Um alle derartigen 
Fehlerquellen auszuschlieBen, haben 
wir das Wirkungsoptimum des Pep- 
sins mit Edestin als Substrat unter 
Versuchsbedingungen bestimmt, die 
den Verdauungsversuchen mit Drosera- 
sekret entsprachen. Die Fig. 3 zeigt 
; ; r ;: s 2p,-Kurven der Pepsinwirkung, I 
sie age eitieiioetctiaadis bei einer Spaltungszeit von 39 Stun- 
Ag: Beg my den (entsprechend unseren Versuchen 
mit Droserasekret), I bei einer Spal- 
tungszeit von 4 Stunden (die den Versuchszeiten Okaharas 
nahekommt) und der 10fachen Enzymkonzentration. Wie man 
sieht, liegt das Pepsinoptimum im 4 Stundenversuch bei p,, = 2, 
wihrend es im langdauernden Versuch, der mit dem Drosera- 
versuch unmittelbar vergleichbar ist, sogar bis auf 1,6 verschoben 
zu sein scheint (vgl. die analoge Verschiebung nach der sauren 
Seite z. B. bei S. P. L. Serensen'); diese letztere Kurve ist die 
auf Fig. 2 eingezeichnete Kurve I. 
Die einzige Méglichkeit, die beiden Kurven zur Deckung zu 
bringen, ist die, daB die Stabilititsverhiltnisse der beiden Enzyme 
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ungeheuer verschieden angenommen werden, so zwar, da’ beim 
Ubergang zu ganz kurzen Versuchszeiten das Optimum des Pepsins 
noch weiter in alkalischer, das der Droseraproteinase in saurer 
Richtung verschoben wird. Wir kénnen diese Méglichkeit vorliufig 
nicht absolut ausschlieBen und halten es bei Erfiillung dieser 
Bedingung — und nur dann — eventuell fiir richtig, das Drosera- 
enzym als eine dem Pepsintypus angehérige Proteinase anzu- 
sprechen. Die experimentelle Priifung dieser Méglichkeit wiirde 
kurze Versuchszeiten und entsprechend hohe Enzymkonzentrationen 
erfordern. Solche Versuche werden sich leider kaum durchfiihren 
lassen, weil das Sekret so klebrig und fadenziehend ist, daB die 
Pipettierung einigermaBen konzentrierter Glycerinlésungen un- 
moglich wird. Doch scheinen uns die obigen Annahmen iiber 
die Stabilitiitsverhaltnisse der beiden Enzyme so gezwungen (sie 
wiirden z. B. die Konsequenz mit sich fiihren, da die Drosera- 
proteinase bei ihrem Wirkungsoptimum als ganz instabil angesehen 
werden miiBte), daB wir von ihnen absehen wollen. Dies geschieht 
auch mit Riicksicht auf den natiirlichen Aciditiitsgrad des Drosera- 
sekretes. Wir haben das p,, der Sekrettropfen, die auf den Driisen- 
képfen der Blitter sitzen, unter dem Mikroskop mit Hilfe einer 
mit Kongo gefirbten Baumwollfaser zu schitzen versucht und 
sind zu dem Ergebnis gekommen, daB es etwa zwischen 3 und 
3,5 liegt; jedenfalls nicht saurer als 3.*) Eine solche Aciditit 
wiirde mit Hilfe der von Okahara und anderen in den Drosera- 
blattern gefundenen Ameisensiure leicht von der Pflanze her- 
gestellt werden kénnen, wogegen es uns schwer fallt, einzusehen, 
wie die fiir Pepsin charakteristischen Aciditiitsverhaltnisse tierischer 
Magensiifte ohne starke anorganische Siuren von der Pflanze auf- 
rechterhalten werden sollten. 


Im Hinblick auf die Verdauungstiichtigkeit des Sekretes sei 
angefiihrt, daf& seine proteolytische Wirkung in unverdiinntem 
Zustand etwa der einer 0,3°/,igen Merckpepsinlésung entspricht 
— jedes der beiden Enzyme bei seinem Wirkungsoptimum be- 
trachtet. Der Magensaft eines fastenden Menschen entspricht 
(bestimmt und mit Merckpepsin verglichen auf Grund der Spaltung 
von Casein bei p,, 2,3; unveréffentlichte Versuche) im Durchschnitt 
einer Merckpepsinlésung von etwa 2—3,5°/,. Wie man sieht, ist 


*) Bei dieser Gelegenheit méchten wir erwihnen, daB der rote Farb- 
stoff der Driisenhaare selbst ein Indicator ist, der bei py = 4,4 fast ganz 
in gelb umgeschlagen ist. 
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die proteolytische Aktivitiit der beiden Sekrete nicht allzu ver- 
schieden. 

Die Auffindung einer Proteinase mit einem Wirkungsoptimun 
von ungefihr p, = 3 gegeniiber Edestin ist dadurch interessant, 
daB diese, was die Charakterisierung durch das p,-Optimum be- 
trifft, zwischen den Pepsinasen und den Proteinasen der héheren 
Pflanzen steht. Vor allem durch J. H. Northrop?) ist die An- 
schauung ausgebildet worden, dali die Pepsinasen auf die Spaltung 
von HiweiSkationen, die Tryptasen auf die von EKiweifanionen 
eingestellt seien. Diese Annahme wurde von R. Willstitter, 
W. Grassmann und O. Ambros!) dahin erweitert, daB die 
Fermente vom Papaintypus auf isoelektrisches EKiweiB wirken. 
In dieser Form ist die Hypothese zur Mitbegriindung (neben dem 
Aktivierungsverhalten) der bekannten Dreiteilung der Proteinasen 
herangezogen worden }5), wobei man die tierischen Kathepsine und 
die Malzproteinase unter den Papaintypus einreihte und ihn schari 
vom Pepsin schied. Die sezernierte Droseraproteinase ist nicht 
leicht in dieses 3teilige Schema einzufiigen. Es scheint, daf 
der Ubergang vom Pepsintypus zum Papaintypus durch die Aut- 
findung solcher Zwischenstufen, wie der Droseraproteinase (auch 
die Malzproteinase muf hierher gerechnet werden) wesentlich 
gleichmaBiger gestaltet wird, als man vermutet hat; und die Ver- 
suche, die einzelnen Enzymsysteme durch Fraktionierung immer 
weiter aufzulésen, schrinken die Méglichkeit einer einfachen 
Klassifizierung der proteolytischen Enzyme und deren Gruppen- 
einteilung nach p,-Wirkungsbereichen noch weiter ein. Ob sich 
die Droseraproteinase auf Grund ihres Aktivierungsverhaltens 
systematisch besser kennzeichnen labt, soll durch weitere Ver- 
suche zu entscheiden versucht werden; K.G.Stern und E. Stern?) 
haben bei der Proteinase des Nepenthessekretes die Aktivierbarkeit 
vermift.*) Wir méchten uns nicht weniger vorsichtig ausdriicken 
als die beiden Autoren und die Frage, wie sich die Proteinasen 





*) Stern und Stern finden am Nepentheskannen-Sekret bei Verwen- 
dung von Edestin als Substrat ein bei py, 3 oder niedriger gelegenes Opti- 
mum im sauren Bereich. Leider ist die py-Kurve nur bis zu py = 2,77 
bestimmt und ein Fall nach der sauren Seite nicht bewiesen. Soweit wir 
sehen kénnen, ist der betreffende Kurvenpunkt nicht durch Doppelbestim- 
mung gesichert und auBerdem der einzige, der bei einem py < 4 bestimmt 
wurde. Wir méchten daher vorliufig noch mit Vorsicht auf dieses Resultat 
hinweisen, das méglicherweise eine niihere Verwandtschaft des Nepenthes- 
sekretes mit dem von Drosera andeutet. 
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der Insektivoren in das derzeit angenommene System der proteo- 
lytischen Enzyme einfiigen werden, vorliiufig offen lassen. 

SchlieBlich seien noch ganz kurz einige vorliufige Ergebnisse 
iiber die Peptidaseaktivitiit von Droserablittern erwihnt. Wihrend 
es uns bis jetzt nicht gelungen ist, Peptidasen im Driisensekret 
nachzuweisen (dies war auf Grund der Aciditiitsverhiltnisse des 
Sekretes auch kaum zu erwarten), zeigen die ganzen Driisen 
(Kopf + Stiel) bei direkter Einfiihrung in einen Tropfen Alanyl- 
glycin als Substrat bei p, 7,5 eine recht kriftige Wirkung, die 
die Anwesenheit von Peptidasen, nach denen z. B. Dernby‘) ver- 
gebens gesucht hatte, im Driisengewebe sicherstellt. Auch diese 
Versuche werden im nichsten Sommer fortgesetzt werden. 

Dem einen der Verfasser (H.) wurde die Ausfiihrung dieser 
Arbeit durch ein Stipendium des Rask-@rsted-Fondes erméglicht, 
fir das er der Verwaltung des Fondes seinen ergebenen Dank 
bringt. Ferner danken wir Herrn Professor 8S. P. L. Sorensen 
fiir seine vielfache Férderung, und Herrn Jacob B. Funder fiir 
seine Hilfe bei der Beschaffung des Pflanzenmaterials und bei 
einer Anzahl von Versuchen. 


Experimenteller Teil. 


A. Pflanzenmaterial. Kriiftige Exemplare von Drosera wurden 
im September in der Umgebung von Kopenhagen gesammelt und 
samt ihrer Unterlage (meist Sphagnum) in einem Gewiichshause 
his zu den Versuchen aufbewahrt. Die Pflanzen hielten sich gut 
und bildeten in fastendem Zustand reichlich Sekret. 


B. Probennahme. 1. Sekret. Das Absaugen des Sekretes 
direkt von den Driisenképfen mit Hilfe von Mikropipetten stéBt in- 
folge der auBerordentlichen Zihigkeit der Fliissigkeit auf Schwierig- 
keiten. Wir sind daher dazu iibergegangen, das Sekret mit kleinen 
Stiicken Filtrierpapier (2 x 2mm) von den Driisen abzusaugen, 
und diese Filterstiicke dann mit 60°/,igem Glycerin zu extrahieren. 
Jedes der Filterstiicke kann ganz gut das Sekret von etwa 
10 Driisen aufnehmen. Abgesaugt wurde an der lebenden Pilanze 
direkt im Gewiichshaus; die geleerten Driisen bilden das Sekret 
im Laufe von 2—3 Tagen neu. Zum Versuch wurde die Glycerin- 
lisung mit einer Pipette vom Filterpapier getrennt, Filterfasern 
absitzen lassen und die Lésung direkt mit der Mikropipette in 
die VersuchsgefiBe abpipettiert. Die Fliissigkeit war farblos, 
wasserklar, schwach sauer und trotz der groBen Verdiinnung mit 
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Glycerin noch ziemlich zih und deutlich fadenziehend, doch 
nicht so stark, daB es die Mikropipettierung gestért hitte. 

2. Blatter und Driisenhaare. Mit einem Rasiermesser 
wurden die Driisenhaare so nahe wie méglich der Blattspreite 
abgeschnitten und die beiden Organteile getrennt in einem kleinen 
Porzellan- oder Achatmérser mit 60°/,igem Glycerin verrieben 
und 2 Tage lang bei Zimmertemperatur extrahiert. Zum Versuch 
wurde der diinnfliissige Extrakt in einem der Mikrotitrations- 
gefiBe 10 Minuten bei 3000 Touren zentrifugiert und das klare 
Zentrifugat direkt zur Pipettierung verwendet. Das Zentrifugat 
des Blattextraktes war gelb, das des Haarextraktes durch den 
Driisenfarbstoff schwach rotviolett gefiirbt und beide nicht faden- 
ziehend. 

3. Pepsin. Die Pepsinlésungen wurden durch Auflésen 
von Merckpepsin (peps. solub. Ph. Br. XIV) im 60°/,igem Glycerin 
hergestellt, filtriert und in die ReaktionsgefiBe abpipettiert. 

C. Die Spaltungsversuche. 1. Das Substrat. Als solches 
kam bei allen Proteinasebestimmungen ein Kdestinpriparat zur 
Anwendung, das von Herrn Hans Jessen-Hansen im Carlsberg- 
Laboratorium hergestellt worden war. Es war dasselbe Priparat, 
das seinerzeit zu den Malzproteinasebestimmungen von Mill und 
Linderstrom-Lang!"), die wir zum Vergleich herangezogen 
haben (vgl. 8.229 und 230), beniitzt worden war. Dieses wurde zu 
einer 4°/,igen Lisung in Wasser gelést unter Zusatz von den zur 
Erreichung der gewiinschten p,,-Werte erforderlichen Mengen von 
Salzsiure. Die p,-Werte der Tabellen I—IV sind mit der 
Chinhydronelektrode*) bei 18° bestimmt. Sie gelten fiir Verdauungs- 
lésungen, d.h. fiir eine Mischung von 8 Raumteilen der betreffenden 
4°/,igen Kdestinlésung mit 7 Raumteilen 60°/,igen Glycerins, und 
sind fiir den durch gesonderte Messungen bestimmten Glycerin- 
fehler korrigiert. Die fiir die Kurvenlage entscheidenden p,,-Werte 
der T'abelle III sind neuerlich gemessen worden, da hier der 
Eigenverbrauch der Enzymlésung an n/20-HCl eine p, -Verschie- 
bung des Verdauungsgemisches durch die Enzymlésung erwarten 
lieB; die iibrigen p,,-Werte dieses Versuches wurden geschiitzt. 

Auf eine Pufferung wurde in allen Fallen verzichtet, da die 
Ergebnisse von Mill und Linderstrom-Lang"’) gezeigt hatten, 


*) Zur Anwendung kam eine der von W. Kuntara") beschriebenen 
Mikro-Doppel-Chinhydronelektroden mit n/J0-Citratlésung als Vergleichs- 
lésung. Auf die gute Brauchbarkeit der Elektrode beim Arbeiten mit 
kleinen Substanzmengen sei hier ausdriicklich hingewiesen. 














doch 


sser 
reite 
inen 
aben 
such 
Ons- 
lare 
igat 
den 


len- 


sen 
rin 


hes 
zur 
rg- 
rat, 
nd 
ren 
Zu 
ZU 
On 


ler 








Beitriige zur enzymatischen Histochemie. III. 935 


dab die bei unseren Versuchen zu erwartenden Spaltungen 


(die stets innerhalb von 3°/, der auf Grund des Gesamt-N-Ge- 


haltes des Edestins berechneten maximalen Peptidhydrolyse blieben) 
nicht imstande sein wiirden, das p,, der Edestinlésung nennens- 
wert (mehr als 0,05 p,,) zu verschieben. 


Tabelle I. 
Driisensekret. 
|. Sekret von etwa 500 Driisenhaaren. Vom Filtrierpapier extrahiert mit 
0,3 cem 60 °%/,igem Glycerin 48 Stunden bei 0°. 
7,0 emm Glycerinextrakt + 8,0 emm 4 °/,ige Edestinlésung. 
Eigenverbrauch des Extraktes nicht nachweisbar. 
Spaltungszeit 33 Stunden bei 40°. 


\I. Sekret von etwa 300 Driisenhaaren. 0,2 cem 60°/,iges Glycerin. 48 Stdn. 
bei 0°. Eigenverbrauch des Extraktes nicht nachweisbar. 
Spaltungszeit 37 Stunden bei 40°. 














emm n/20-alkoholisches HCl 





























Pu Kontrollen | Bestimmungen Spaltung 
titriert | Mittel titriert |  Mittel 
I. 1,47 100 | | 110 | 
0,90 0,95 1,38 1,24 0,29 
0,94 — | 
1,73 2,80 2,22 | 
2,90 2,82 222 | 2,22 0,60 
2,76 | 
2,67 2,16 3,46 | 
2,14 2,16 356 | 8,51 1,35 
2,18 — | 
3,30 3,86 " ee 
’ 3°90 3,88 552 | «(86 1,68 
4,08 5,86 | 6,74 | 
5,74 5,88 680 | 6,79 0,96 
5,88 6,82 | 
4,44 7,48 wi 760 | — | ore 
216 | | 
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Tabelle I. 


Blattspreite. 
Spreiten von 7 Blittern, von Driisenhaaren befreit, extrahiert mit 0,5 ccm 
60 °/,igem Glycerin 48 Stunden bei Zimmertemperatur. 
7 cmm Extrakt + 8 emm 4 °/,ige Edestinlésung. 
Spaltungszeit 38 Stunden bei 40°. 
Eigenverbrauch des Extraktes 1,12 cmm. 


























emm n/20-alkoholisches HCl 
Pu Kontrollen | Bestimmungen Spaltung 
titriert | Mittel titriert Mittel 
— — — — st ———————— ————— a Te — 
2,2*) 0,00 | 1,02 
se ba 0°96 0,99 —0,18 
2,8*) 2,42 P 3,48 
, 9°43 2,45 3°60 3,54 — 0,03 
3,8 4,84 6,24 
4,92 4,87 6,20 6,28 0,24 
4,86 6,26 
4,3 6,82 8,56 
6,76 6,79 | 8,26 8,35 0,44 
— | 8,22 
4,8*) 8,00 | 9,82 
8,14 8,07 | 9,84 9,31 0,12 
8,08 | | 9,26 








*) Geschitzt. 


2. Die Verdauungsversuche wurden in einem Thermo- 
staten bei 40° vorgenommen. Der Vorgang war im wesentlichen 
derselbe, wie seinerzeit® }°) fiir die Versuche mit Malzpeptidasen 
beschrieben: 7 cmm der Enzymlisung wurden mit einer Mikro- 
pipette ®) in ein Reaktionsgefif abpipettiert, sodann 8 cmm Sub- 
stratlésung mit einer ebensolchen Pipette zugesetzt und mit einem 
der friiher beschriebenen Riihrer®) umgeriihrt. Das Gefai8 wurde 
mit einer Gummikappe verschlossen und ganz in den Thermostaten 
eingetaucht. Nach Ablauf der gewiinschten Verdauungszeit wurde 
nur bei den kurzdauernden Pepsinversuchen durch Einhingen in 
Eiswasser sistiert, die anderen, lange wiihrenden Bestimmungen 
wurden direkt titriert. Als Kontrollen — von denen wir ebenso- 
viele anwendeten, wie Bestimmungen — dienten GefiBe, die ganz 
ebenso wie die Bestimmungen behandelt worden waren, bloB statt 
der Enzymlisung reines 60°/, iges Glycerin enthielten. Der Kigen- 
verbrauch der Enzymlésungen wurde in gesonderten Proben be- 
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stimmt und von der Differenz zwischen Kontrolle und Spaltungs- 
bestimmung abgezogen. 


Tabelle IL. 


Driisenhaare. 


Etwa 500 Driisenhaare, stammend von 7 Blittern (Rest der Haare verloren 
gegangen) extrahiert mit 0,5 ccm 60°/,igem Glycerin 48 Stunden bei 
Zimmertemperatur. 
7cemm Extrakt + 8 cmm 4 °/,ige Edestinlésung. 
Spaltungszeit 40 Stunden bei 40°. 

Eigenverbrauch des Extraktes 0,44 emm n/20-HCI. 











emm n/20-alkoholisches HCl 
Pu Kontrollen | Bestimmungen Spaltung 
titriert | Mittel ! titriert | Mittel 
1,1 1,94 | 2,26 | 
1,92 | 1,93 2,18 2,25 — 0,12 
| | 2,82 
2,7 2,66 | | 8,04 | 
264 | 268 | 316 | 38,15 0,08 
2,58 | | 8,24 
3,3 4,14 | 490 | 
420 | 4,17 | 4,96 4,91 0,30 
ie | 4,86 
4,1 5,70 6,54 
5,76 | 5,78 6,56 | 6,56 0,34 
5,88 6,58 
4,4 7,22 | | 1,72 | 
, 728 725 | gg | 78 0,09 








3. Zur Titration wurden die einzelnen Proben mit 150 ccm 
90°/,igem Aceton versetzt, das 0,01 g Naphthylrot in 500 ccm ent- 
hielt, und dann ganz ebenso wie die friiher®) beschriebenen Pepti- 
dasebestimmungen mit n/20-alkoholischem HCl titriert. Die Be- 
stimmungen bei p,, 1,47 und 1,73, deren Sturegehalt so grof 
war, daB sie jenseits des Umschlagsintervalles fiir Naphthylrot lagen, 
muBten vor der Titration erst zu einem mehr alkalischen p,, ge- 
fiihrt werden, was durch Zusatz von 7 cmm n/10 bzw. n/20-alko- 
holischer NaOH und darauffolgendem kriiftigem Umrithren geschah. 
Als Farbkontrolle bei der Titration diente die erste Kontrollprobe 
jeder Serie, die zu einer willkiirlich gewihlten passenden Farbe 
titriert worden war. Die durch die Schiirfe des Farbumschlages 
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I. 7cemm 0,05 °/,iges Pepsin in 60 °/,igem Glycerin. 8cmm 4 °/,iges Edestin. 


II. 7emm 0,005 °/,iges Pepsin in 60°/,igem Glycerin. 8 cmm 4°/,iges Edestin. 
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Tabelle IV. 


Pepsin. 


Spaltungszeit 4 Stunden bei 40° 
Der Eigenverbrauch der Pepsinlésung (etwa 1°/, von dem des Substrates) 


wurde vernachlassigt. 


Spaltungszeit 39 Stunden bei 40°. 











emm n/20-alkoholisches HCl 





Kontrollen 





























Pu | Bestimmungen Spaltung 
ae i-— — 
titriert Mittel | titriert | Mittel 
— ST - a i iia —_ ae 
I 1,47 0,00 | 216 | 
0,02 0,01 | 216 | 2,18 2,17 
0,02 | 992 | 
j | 
2,09 0,02 2,30 | 
0,18 0,11 238 | 2,89 2,28 
0,12 2,50 | 
2,67 2,80 4,44 | 
2,22 2,29 4,42 | 4,48 2,14 
2,34 — | 
3,30 4,60 608 | 
, 1°58 4,59 612 | 6,10 1,51 
4,08 6,09 ~ 701 | — 0,92 
4,44 7,40 | ; 7,88 
152 7,46 3'00 7,94 0,48 
Il. 1,47 0,84 | 2.90 
0°62 078 | 300 2,95 2,22 
1,78 1,04 3,46 
1,14 119 | 3,86 3,41 2,22 
1,40 | hie 
2,09 0,00 | 2,12 
0,00 0,00 | 2,12 2,15 2,15 
aa | 2,22 
2,67 2,82 | 4,92 
2,70 2,73 | 4,30 4,31 1,58 
2,68 | 4,42 
3,30 4,20 | 512 
4°39 426 | cog =| «(5,19 0,98 
4,08 6,24 de | ee: oO ae 0,14 
4,44 7,16 - ep ae —0,08 
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bestimmte Titrationsgenauigkeit ist, wie in der Einleitung bemerkt 
wurde, in 80°/,igem Aceton etwas geringer als in 90°/, igem und 
etwa auf 0,15 cmm zu veranschlagen. Dies zeigen die folgenden 
Titrationen von reinen Edestinlésungen, 0,016 n. in bezug auf HCl, 
m jeder Probe 8cmm + 7 cmm 30°/,igen Glycerins: 

Verbrauch an cmm n/20-HC1 5,62 — 5,62 — 5,48 — 5,46 — 5,50. 

D. Die Versuchsresultate. Die Versuche werden in Tabellen- 
form wiedergegeben, wobei bei jeder Tabelle die erforderlichen 
Zahlenangaben am Tabellenkopf angefiihrt werden. Die allgemeine 
Versuchsmethodik ist in den vorhergehenden Unterabschnitten 
heschrieben worden. 


Die Zahlen der Tab. I, II und III wurden auf die Kurvenpunkte der 
Fig. 1 in folgender Weise umgerechnet. Auf der Grundlage der Zahlen- 
angaben iiber die Mengen verarbeiteter Organteile oder Sekretes, die sich 
am Kopf der Tabellen vorfinden, wurden die bei jedem Versuchsansatz 
(7 emm Enzymlésung in Glycerin) wirksamen Mengen berechnet, wobei die 
Annahme zugrundegelegt wurde, da8 jedes Blatt im Durchschnitt 160 sekret- 
tragende Driisenhaare besitzt. Die beim Versuch I der Tab. I erzielten 


00x7 
Spaltv igen Gaetan = 11,7 Sekrettropfen in jedem Ansatz) wurden als 


MaBstab fiir die anderen Versuche genommen, d. bh. die bei diesen anderen 
Versuchen erhaltenen Spaltungen mit Faktoren multipliziert, welche die 
Korrekturen fiir die wechselnden Organmengen und Versuchszeiten ent- 
hielten. Die Korrekturen fiir die Versuchszeiten wurden eingefihrt auf Grund 
der Annahme eines linearen Fortschreitens der Spaltung mit der Versuchszeit. 


Zusammenfassung. 


1. Die in den vorhergehenden Abhandlungen dieser Reihe 
beschriebene Mikromethodik zur Bestimmung der Aktivitiit von 
Peptidasen wurde auf die Bestimmung von Proteinasen ausgedehnt 
unter Verwendung von Edestin als Substrat. 

2. Mit Hilfe dieser Methodik wurde die Proteinaseverteilung 
in Droserablittern untersucht und 2 Proteinasen nachgewiesen. 
Die eine kommt im Driisensekret als echtes sezerniertes Ver- 
dauungsenzym vor, die andere als Endoenzym im Blattgewebe. 

3. Das Wirkungsoptimum der sezernierten Proteinase liegt 
Py = 3,2 (Substrat Edestin), das der Gewebsproteinase unter den- 
selben Bedingungen bei p, = 4,3. 

4. Nach den bis jetzt vorliegenden Versuchsergebnissen ist 
die Proteinase des Driisensekretes aller Wahrscheinlichkeit nach 
vom tierischen Pepsin verschieden. 
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Uber ein Phytohormon der Zellstreckung. 
Reindarstellung des Auxins aus menschlichem Harn. 
4, Mitteilung’) iiber pflanzliche Wachstumsstoffe. 


Von 
Fritz Kégl, A. J. Haagen-Smit und Hanni Erxleben. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijks-Universitit Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1932.) 

Die Erkenntnis, dab viele wichtige Lebensvorgiinge im ier- 
kérper von chemischen Stoffen gesteuert werden, die ihre Wir- 
kungen in kleinsten Mengen entfalten, ist durch die Ergebnisse 
der Hormon- und Vitaminforschung liingst Gemeingut der ein- 
schligigen Wissenschaften. Dagegen ist es au8erhalb des botanischen 
Fachkreises sehr viel weniger beachtet worden, daf auch Lebens- 
vorgiinge der héheren Pflanzen durch ein ihnliches ,,Wirkstoff- 
Prinzip“ ausgelést und geregelt werden. J.Sachs?*) hat die Még- 
lichkeit solcher Beziehungen bereits im Jahre 1880 vorausgesehen, 
also vor der Einfiihrung des Hormonbegrifis in der Tier- 
physiologie. Die experimentelle Sicherstellung dieser stofflichen 
Beeinflussungen ist der Pflanzenphysiologie jedoch erst vor ein 
bis zwei Jahrzehnten gelungen. Es ist sicherlich kein Zufall, 
daB die grundlegenden Arbeiten dieses Gebietes vom Studium 
des pflanzlichen Wachstums ihren Ausgang nahmen. 


I. Entdeckung und Bedeutung des pflanzlichen Wuchsstoffs. 

Wiahrend das tierische Wachstum fast nur durch Zell- 
vermehrung erfolgt, ist bei der Pflanze zwischen Zellteilungs- 
und Zellstreckungswachstum zu unterscheiden. Was wir iiuferlich 
bei der héheren Pflanze als Wachstum sehen, ist zum gréBten 
Teil Streckungswachstum, da ja die Zellteilung keine auffillige 
VolumvergréBerung zur Folge hat. Die Zelle ist beim Streckungs- 





1) Bisherige Mitteilungen: Proc. Kon. Akad. Wetensch. Amsterdam 34, 
1411 (1981); Chem. Weekbl. 29, 317 (1932) (Auszug aus einem Vortrag vor 
der ,,Ned. Vereeniging voor Biochemie“, Amsterdam 19. 3. 32), sowie Natur- 
wiss. 21, 17 (1933): Vortrag auf der Tagung der Ges. Deutscher Naturforscher 
und Arzte in Mainz-Wiesbaden am 27. 9. 32. 
*) Arb. d. bot. Inst. Wiirzburg II, 8. 452 und 689 (1880, 1852). 
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wachstum') mit dem Baumaterial auBerordentlich sparsam; das 
Protoplasma vermehrt sich kaum, abgesehen von der Zunahme 
des Zellsaftes vollziehen sich die wichtigen stofflichen Verinderungen 
an den Zellwinden. Wie nun die neuere pflanzenphysiologische 
Forschung gezeigt hat, spielen bei der Zellteilung und der Zell- 
streckung chemisch noch unbekannte ,,Hormone“ eine maBgebende 
Rolle. Am eingehendsten ist bisher die physiologische Wirkungs- 
weise ,des Wuchsstofis“ studiert worden, der den AnstoB zum 
Streckungswachstum gibt. 

Bei Haferkeimlingen — die auch spiterhin gewéhnlich als 
Versuchsobjekte verwendet wurden -— stellte P. Boysen-Jensen’) 
im Jahre 1910 fest, daB ein phototropischer Reiz iiber eine 
Schnittfliiche hinweg in die Basis der Koleoptile geleitet wird. 
Die Vermutung, daB diese Wirkung durch einen Stoff iibertragen 
wird, wurde durch eine Untersuchung von A. Paal*) einige Jahre 
spiter zur GewiBheit. Mit der Erkenntnis, daB in der Koleoptilspitze 
ein wachstumsfoérdernder Stoff gebildet wird, hat Paal auch den 
Zusammenhang mit den phototropischen Erscheinungen aufgedeckt. 
ir betrachtet naimlich eine phototropische Kriimmung als die 
Folge einer einseitigen Anderung in der Menge des sonst allseitig 
herabwandernden Korrelationstriigers“.4) Es schlossen sich Ar- 
beiten von H. Séding*), A. Beyer, N. Nielsen, N. Cholodny, 
EK. Seubert, H. E. Dolk u. a. an, durch welche diese Befunde 
bestiitigt, bzw. weiter ausgebaut wurden. EKinen entscheidenden 
Fortschritt brachten im Jahre 1928 die Untersuchungen von 
F. W. Went‘), der den in der Keimlingsspitze gebildeten Wuchs- 
stoff in Agar-Agarwiirfelchen diffundieren lieB. Man hatte bereits 
friiher durch einseitiges Aufsetzen abgeschnittener Spitzen bei 
den Stiimpfen der Keimlinge Kriimmungen hervorrufen kénnen, 
die durch die Wachstumsbeschleunigung an der Kontaktseite zu- 
standekamen. F. W. Went hatte nun aber die Méglichkeit, den 
entsprechenden Versuch mit verschiedenen Wuchstoffkonzentra- 
tionen durchzufiihren, da sich der Wuchsstoffgehalt der Agar- 
Agar-Wiirfelchen leicht erhéhen und erniedrigen lieB. Es zeigte 
sich, daB der entstehende Kriimmungswinkel bei geniigend groBer 





1) Vgl. Lehrbuch d. Pflanzenphysiologie von S. Kostytschew u. F. 
A. F. C. Went, 2. Band, S. 259 (1931), Berlin, Verlag J. Springer. Dort 
auch die iibrige Literatur. *) Ber. dtsch. bot. Ges. 28, 118 (1910). 

8) Ebenda 32, 499 (1914), sowie Jahrb. wiss. Bot. 58, 406 (1919). 

4) F. W. Went, Wuchsstoff und Wachstum, Proefschrift, Utrecht 1927, 
8.7. In dieser Dissertation ausfiihrliche Literaturangaben. Vgl. auch Rec. 
Trav. bot. néerl. 25, 1 (1928). 
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Verdiinnung der Konzentration des Wuchsstoffs proportional ist. 
Damit war eine bequeme Methode zur quantitativen Bestimmung 
gewonnen, durch welche die Schule von F. A.F.C. Went zu 
neuen Erkenntnissen iiber die Bedeutung des Wuchsstoffs fiir das 
Streckungswachstum, sowie besonders auch fiir das Zustande- 
kommen der photo- und geotropischen Kriimmungen gefiihrt wurde. 
Die wichtigsten Ergebnisse seien hier kurz zusammengefaBbt: 

1. Es hat sich zeigen lassen, daB der Wuchsstoff nicht nur 
das Wachstum beschleunigt, sondern da’ — wenigstens bei Gras- 
koleoptilen — ohne Wuchsstoff iiberhaupt kein Streckungs- 
wachstum stattfindet (H. KE. Dolk). 

2. Der Transport des Wuchsstoffs erfolgt in der Koleoptile 
polar (von der Spitze zur Basis) (F. W. Went); seine Geschwindig- 
keit ist so groB, daB es sich nicht um Diffusion handeln kann 
(H. G. van der Wey). 

3. Ein einseitiger Lichtreiz beeintluBt die Strémungsrich- 
tung des Wuchsstoffs; die Schattenflanke erhilt hierdurch eine 
hdhere Wuchsstoffkonzentration und wiichst demgema&B stirker 
als die Lichtflanke — der SproB kriimmt sich der Lichtquelle 
zu (F. W. Went). 

4, In ibnlicher Weise wird die Strémungsrichtung des Wuchs- 
stofis durch die Schwerkraft beeinfluBt; die negativ-geo- 
tropischen Kriimmungen der in horizontale Lage gebrachten 
Stengel oder Koleoptilen kommen durch die Wuchsstofianreicherung 
an der Unterseite zustande (H. EK. Dolk). 

5. Der Wuchsstoff ist nicht artspezifisch, wie z. B. Ver- 
suche an Bliitenstielen von Ginsebliimchen (Bellis perennis) ge- 
zeigt haben, bei denen der Wuchsstoff von Hafer und Mais eben- 
falls wirksam ist (J. Uyldert). Wenn auch noch nicht mit vielen 
Pflanzenarten experimentiert wurde, darf man doch mit einer sehr 
allgemeinen Verbreitung des Wuchsstoffs rechnen. 


II. Die Wentsche Methode 
als Testverfahren fiir die chemische Untersuchung. 


Fiir die erfolgreiche Durchfiihrung der Untersuchungen iiber den 
Wuchsstoff sind zahlreiche technische Kinzelheiten von ausschlag- 
gebender Bedeutung. Die Erfahrungen, welche hieriiber im Botani- 
schen Institut der Universitit Utrecht gesammelt wurden, sind in der 
Dissertation von F.W. Went ausfiihrlich beschrieben; es ist aber 
vielleicht angezeigt, auf die wichtigsten Punkte kurz hinzuweisen, 
da sie auch fiir unsere eigenen Arbeiten als Grundlage dienten. 
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1. Die Versuche werden in einem Dunkelzimmer durch- 
gefiihrt, dessen Temperatur auf 22—23° und dessen Feuchtigkeit zu 
92°/, konstant gehalten werden kann. Wihrend friiher bei rotem 
Licht gearbeitet wurde, hat sich spiiter gezeigt, daB auch Orangefilter 
keine phototropischen Stérungen verursachen (H. G. du Buy). 

2. Fir die Aufzucht der Haferkeimlinge hat sich Svalifs 
yoleges“-Hafer als gleichmiBig reagierendes Samenmaterial be- 
wihrt. Die entspelzten Kérner werden eine Stunde in Wasser 
geweicht, dann auf feuchtem Filtrierpapier in Glasdosen bei 22 bis 
23° im Dunkelzimmer zum Keimen ausgelegt. Nach 20 Stunden 
kénnen die Keimlinge gepflanzt werden. Hierzu dienen jetzt mit 
Wasser gefiillte Trége aus Zinkblech; die Keimpflinzchen werden 
durch geeignete Glashalter getragen. Wenn die Samen am Nach- 
mittag des ersten Tages zur Keimung ausgelegt wurden, sind die 
Pflinzchen am Morgen des fiinften Tages, also nach etwa 90 Stunden, 
fiir den Versuch geeignet. 

3. Die Versuchstechnik selbst ergibt sich aus nachfolgender 
Skizze, die der Dissertation yon F. W. Went entnommen ist: 
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Ausfiihrung einer Wuchsstoffbestimmung. 


1. Ausstanzen des Agarplattchens. — 2. Aufsetzen der abgeschnittenen Spitzen. — 4. Das 
Plattchen in Wiirfelchen teilen, nachdem der Wuchsstoff vom Agar aufgenommen worden 
ist. — 4. Haferkeimling seitlich einschneiden. — 5. Abnehmen der Spitze. — 6. Das erste 
Blatt ist freigelegt. — 7. Das erste Blatt wird losgerissen, damit das aufzusetzende Agar- 
wirfelchen wahrend des Wachstums nicht abgehoben wird. — 8. Das erste Blatt dient als 
Halter fiir das einseitig aufzusetzende Wiirfelchen. — 9. Auf der ,,Agarseite‘’’ ist mehr 
Wuchsstoff nach unten gewandert; Kriimmung des Pflinzchens durch einseitiges Wachstum. 
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Die Wiirfelchen ') werden aus 3°/, igem Agar-Agar ausgestanzt; 
ihr Volumen ist 2x 2x0,5 cmm. Der eigentliche Versuch mu 
innerhalb von 2 Stunden durchgefiihrt werden, da die Zellen an 
der Schnittfliche des Koleoptilstumpfes allmihlich die Funktion 
der verlorenen Spitze iibernehmen und Wuchsstoff hervorbringen. 
H.G.vander Wey’) hat die Ausbeute an guten Reaktionspflanzen 
durch Hinfiithrung einer zweiten Dekapitation verbessern kénnen, 
die 90 Minuten nach der ersten vorgenommen wird; unmittelbar 
hierauf werden die Agar-Agarwiirfelchen aufgesetzt. 


4. Die Ausmessung des Kriimmungswinkels erfolgt mit 
Hilfe eines durchsichtigen Gradbogens auf dem Schattenbild der - 
Pflanzen, das (110 Minuten nach Aufsetzen der Agar-Agar-Wiirfel- 
chen) auf photographischem Papier aufgenommen wird. 


Als wir im Herbst 1930 die Aussichten fiir eine chemische 
3earbeitung des Wuchsstoffproblems zu erwiigen hatten, war iiber 
die Chemie des Wuchsstoffs nur sehr wenig bekannt. Nach 
F, W. Went war es sehr wahrscheinlich, daB es sich nicht um 
eine anorganische Verbindung handle; wegen der Hitzebestiindig- 
keit lieB sich auch cin Enzymcharakter des Wuchsstoffs mit Sicher- 
heit ausschlieBen. E. Seubert’) hatte iibrigens bereits im Jahre 
1925 gefunden, daB der wachstumsférdernde Stoff, den sie in 
Diastase und in Speichel nachgewiesen hatte, kochbestiindig war. 
In Einklang hiermit stand ein wichtiger Befund von F’. W. Went, 
nach welchem der Wuchsstoff nicht hochmolekularer Natur sein 
konnte. Mit Hilfe der Wachstumsreaktion lieB sich nimlich die 
Diffusion des Wuchsstoffs in aufeinandergestellten Agar-A garwiirfel- 
chen verfolgen; aus der Bestimmung des Diffusionskoeftfizienten 
ergab sich ein Molekulargewicht von 376; unter Beriicksichtigung 
der méglichen Fehlerquellen war nach F. W. Went mit eiem 
Wert zwischen 300 und 400 zu rechnen. Eine andere wichtige 
Tatsache war durch N. Nielsen‘) gefunden worden; dieser Autor 
stellte nimlich fest, daB die Pilze Rhizopus suinus Nielsen 
und Absidia ramosa an ihre Nihrlésungen einen Stoft abgeben, 
der bei der dekapitierten Haferkoleoptile Wachstum hervorruft: 


1) Vorher werden die Agar-Agar-Plittchen 1'/, Stunden in die wuchs- 
stoffhaltigen Lésungen gebracht. Fiir die Berechnung wird der Einfachheit 
halber angenommen, daB das Wiirfelchen 2 cmm Lésung enthiilt. 

2) Proc. Kon. Akad. Wetensch. Amsterdam 34, 880 (1931). 

8) Z, Bot. 17, 49 (1925). 

4) Planta 6, 376 (1928); Jahrb. f. wiss. Bot. 73, 189 (1930). 
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er ist in Wasser, Ather, Alkohol und Aceton lislich. Durch die 
Verwertung dieser Léslichkeitsverhiltnisse konnte ein ,,Rhizopin“- 
Priparat erhalten werden, das gegeniiber dem Ausgangsmaterial 
(Riickstand der Néahrlésungen) etwa 7000 fach angereichert war, 

Die erfolgreiche chemische Bearbeitung eines derartigen 
Problems hat eine gute, spezifische Testreaktion, ausreichende 
Bestindigkeit der gesuchten Verbindung und einigermaBen zugiing- 
liches Ausgangsmaterial zur Voraussetzung. Die vorangegangenen 
Untersuchungen haben gezeigt, daf beim pflanzlichen Wuchsstoti 
zum mindesten die beiden ersten Voraussetzungen erfiillt sind. 
Sicherlich wire es uns aber nicht méglich gewesen, die aktive 
Substanz schon nach einjihriger Arbeit in krystallisierter Form 
isolieren zu kénnen, wenn uns nicht Prof. F. A.F.C. Went in ent- 
gegenkommender Weise mit der experimentellen Tradition seines 
Instituts bekannt gemacht hiitte. Die pflanzenphysiologischen 
Versuche konnten wir in einem Dunkelraum des _ botanischen 
Laboratoriums der Universitit Utrecht durchfiihren; auch hierfiir 
sind wir zu besonderem Dank verpflichtet. 


Unsere eigenen Untersuchungen iiber den pilanzlichen Wuchs- 
stoff sind bisher nur in einer vorliufigen Mitteilung und in Zu- 
sammenfassungen!) niedergelegt. In der vorliegenden Mitteilung 
beginnen wir mit der ausfiihrlichen Beschreibung unserer Ver- 
suchsergebnisse. 


Als MaB fiir den Wuchsstofigehalt haben wir bei unseren 
Arbeiten die Avena-Einheit (AE) gewihlt. Hierunter verstehen 
wir jene Wuchsstoffmenge, die bei der Testreaktion von F.W.Went 
eine Kriimmung von 10° hervorruft.*) Selbstverstiindlich sind 
fiir Vergleichszwecke alle oben genannten Versuchsbedingungen 
(Temperatur, Feuchtigkeit, Hafersorte, Aufzucht der Keimpflinz- 
chen, GréBe des Agar-Agarwiirfelchens usf.) genau zu_beriick- 
sichtigen. Ferner mu8 man sich immer iiberzeugen, ob man im 
richtigen Konzentrationsgebiet auswertet, d.h. ob die Lésungen 
geniigend stark verdiinnt sind. Ist die Wuchsstofflésung zu konzen- 
triert, so kann der Kriimmungswinkel z. B. 10° betragen, obschon 
das Agar-Agarwiirfelchen in solchen Fallen ein Mehrfaches der 


) a. a. O. 

*) Ubrigens ist eine Avena-Einheit ungefaihr jene Wuchsstoffmenge, 
welche von der Spitze eines Haferkeimlings im Laufe einer Stunde hervor- 
gebracht wird. Eine Maisspitze gibt in derselben Zeit etwa 1,3 AE an 
Agar-Agar ab. 
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lie  Avena-Kinheit enthalt.') Bei weiterer Verdiinnung nimmt dann 
“. [F die Kriimmung bis zu einem Grenzwinkel von etwa 30° zu; 
lal | wird die Konzentration noch kleiner, so sinkt der Winkel allmih- 
ar, - lich bis zum Nullwert, ist aber erst von etwa 10° ab der 


Wuchsstoffkonzentration proportional. Diese Verhiltnisse 
|  beruhen wohl darauf, daB bei der Verwendung zu konzentrierter 
co. §  Wuchsstofflésungen nicht nur die ,Agar-Agarflanke“, sondern 


_ auch die andere Seite einen Uberschu8 an Wuchsstoff erhiilt und 
fi da8 das Wachstum auch durch die dafiir notwendige Zufuhr von 


d. §—  Baustoffen begrenzt wird. Wir stellen fiir jede Verdiinnung den 
' mittleren Kriimmungswinkel von 8 (bis 10) Reaktionspfianzen fest: 


ve 
nN ) durchschnittlich wird die Reaktion in unserem Testlaboratorium 
t- tiglich an 300—400 Pflanzen durchgefiihrt. 
- @ III. Das Ausgangsmaterial fiir die chemische Untersuchung. 
» @ Wir standen nun vor der Aufgabe, das giinstigste Ausgangs- 
ng material fiir die Reindarstellung des Wuchsstoffs zu suchen. Seine 
al [solierung aus Griiserspitzen, der physiologisch wichtigsten Fund- 
stiitte, erschien von vornherein kaum erreichbar; man mufte ver- 
3 suchen, den aktiven Stoff aus anderem Material in reinem Zustand 
- zu gewinnen und spiiter auf indirektem Wege die Identitit wahr- 
g &§ scheinlich zu machen. Um einen ersten Hinweis zu haben, daf 
- &§ der Wirkstoff aus Maisspitzen seiner Natur nach nicht grund- 
verschieden von jenem aus Pilzen usf. ist, haben wir seine Liés- 
" | lichkeit und seinen chemischen Charakter untersucht. Hierzu 
" wurde Mais auf feuchtem Sand ausgesiit und die Keimptiiinzchen 
(insgesamt etwa 100000) nach 6—7 tiigigem Wachstum dekapitiert. 
l Die Spitzen wurden bei den Hauptversuchen nicht auf Agar-Agar, 
’ sondern auf feuchten Sand gesetzt; sie geben als _,,iiberlebende 


, Organe“ noch mehrere Stunden wuchsstoffhaltiges ,Sekret* ab, 
das aus dem feuchten Sand leicht herausgelést werden kann. 
. Die auf diese Weise gewonnenen Lésungen behalten ihre Wirk- 
| samkeit auch beim Kochen, geben den aktiven Stoff aber erst 
nach Ansiiuern an Ather ab. Der Wuchsstoff der Maisspitzen 

hat also sauren Charakter, er ist thermostabil und iitherléslich. 

Wir haben nun zuniichst gepriift, welche Pilzarten als beste 
Wuchsstoffbildner in Frage kamen. Rhizopus suinus, mit 

welchem N. Nielsen hauptsiichlich gearbeitet hatte, mu bei 35° 

geziichtet werden, was die Gewinnung der Kulturen in gréSerem 


1) Diesen Teil der Wirkungskurve hatte F.W.Went nicht beobachten 
kénnen, da ihm derartig konzentrierte Wuchsstofflésungen nicht zur Ver- 
fiigung standen. 
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MaBstab erschwert. Wir fanden, daB auch die bei gewohnlicher 
Temperatur zu ziichtenden Pilze Rhizopus Delemar (Boid) 
Wehm. et Hanz., Rhizopus nigricans Ehrenberg, Rhizopus 
reflexus Bainier, und Rizopus tritici Saito an ihre Nahrlésungen 
einen Stoff abgeben, der bei der Wentschen Testreaktion das 
Wachstum der Haferkoleoptile beeinflu8t. Auch in Kulturen von 
Bacillus coli wurde Wuchsstoff angetroffen, am wichtigsten schien 
jedoch sein Vorkommen in den Kulturen der verschiedenen Hefen, 
da damit die Méglichkeit angezeigt war, Schlempe und andere 
technische Abfallprodukte fiir unseren Zweck nutzbar zu machen. 
Inzwischen ist eine Arbeit von N. Nielsen!) iiber Wuchsstofie 
der Hefe erschienen und Boysen-Jensen*) hat iiber die Bildung 
von ,,Wachstumsregulatoren“ bei Aspergillus niger und bei zahl- 
reichen Bakterien berichtet. Auf einige Punkte allgemeiner Be- 
deutung werden wir spiter zuriickkommen, méchten aber vorliutig 
von einer eingehenden Besprechung unserer Versuche iiber Wuchs- 
stoffbildung bei Mikroorganismen absehen. Obwohl nimlich die 
Anreicherung der aktiven Stoffe aus Kulturen von Rhizopus reflexus 
und Bacillus coli, aus Hefe und aus Schlempe gute Fortschritte 


machte, wurden Versuche mit diesen Ausgangsmaterialien zuriick- | 


gestellt, da wir im menschlichen Harn eine Wuchsstoffquelle fanden, 
die bei weitem am ergiebigsten war. 
Wie groB die technischen Schwierigkeiten fiir die Isolierung 


des Wuchsstoffs aus den bisher bekannten pflanzlichen Ausgangs- | 


materialien wiren, kénnen wir erst heute beurteilen, nachdem wir 
die Aktivitiit der krystallisierten Substanz kennen. Rechnet man 
mit einer Ausbeute von 10°/, an reiner Substanz, so muBten fiu 


ihre chemische Untersuchung Materialmengen zugiinglich sein, 


die mindestens 1 g Wuchsstoff enthalten. Hierzu mii®te man 
10 Milliarden Maispfliinzchen ,,képfen“ oder z. B. Rhizopus reflexus 
auf 3900 qm Kulturfliche ziichten, die 9400 Liter Kulturfliissig- 
keit ergiben. -Bei Bacillus coli wire man nicht an die Ober- 
fliche gebunden, dagegen miiften etwa 25000 Liter Kulturfliissig- 
keit aufgearbeitet werden; dieselbe Wuchsstoffmenge findet man 
im Waschwasser yon 30000 ke Bickerhefe, bzw. im Kochsaft von 
2000 kg oder im Plasmolysat von 1000 kg. Dagegen enthilt 
menschlicher Harn 1 g Wuchsstoff in etwa 500 Litern! Fir die 





1) Biochem. Z. 237, 244 (1931); vgl. auch die anderen Arbeiten des- 
selben Autors Ztrbl. u. Bakter., Parasitenk. II. Abt. 82, 70 (1930); Biochem. Z. 
249, 196 (1932), sowie Compt. rend. Lab. Carlsberg 19, Nr. 5 u. 8 (1931 u. 1932). 

2) Biochem. Z. 236, 205, 289, 243 (1931) und 250, 270 (1982). 
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Beurteilung der verschiedenen Ausgangsmaterialien ist auch die 
Anreicherung, welche in den einzelnen Fillen zur Reindarstellung 
des aktiven Stoffs zu leisten wiire, sehr aufschluBreich. Die wirk- 
same Substanz aus der Kulturfliissigkeit von Rhizopus reflexus 
wirde erst nach 450000 bis 1250000facher Anreicherung rein 
vorliegen. Bei menschlichem Harn ist dagegen etwa eine 21000 fache 
Anreicherung erforderlich. Zum Vergleich sei noch erwiihnt, dab 
bei der Reindarstellung von Follikelhormon aus Schwangerenharn 
etwa eine 54000fache Anreicherung?) nétig war. 

Ks erhebt sich nun natiirlich die Frage, ob die das Wachs- 
tum der Haferkoleoptile beeinflussenden ,,Wuchsstoffe* aus diesen 
verschiedenen Ausgangsmaterialien wirklich miteinander identisch 
sind. Wir haben zahlreiche Substanzen bei der Wentschen 
Testreaktion gepriift, darunter krystallisiertes JF ollikelhormon’) 
und Follikelhormonhydrat, Vitamin B,*), Tyrosin, Cystin, Cystein, 
Cholsiure, ferner kolloidale Liésungen von Carotin, Cholesterin, 
Sitosterin, Zymosterin, Ergosterin und Vitamin D.*) Alle diese 
Stoffe waren véllig wirkungslos. Da die Priiparate von krystalli- 
siertem Follikelhormon bei der Wentschen Testreaktion inaktiv°) 
sind, muB die Wirksamkeit technischer Hormonpriparate (Pro- 
gynon) auf den Gehalt an pflanzlichem Wuchsstoff aus Harn 
zurickgefiihrt werden. Auch die von Boysen-Jensen®) beob- 
achtete Wirksamkeit von Witte-Pepton ist vermutlich durch 
einen geringen Gehalt an pflanzlichem Wuchsstoff zu erkliren; 
bei der Darstellung und beim Aufbewahren von Peptonpriiparaten 
ist ja die Méglichkeit einer Wuchsstoffbildung durch Mikroorga- 
nismen gegeben. 

Soweit wir die Anreicherung des Wuchsstoffs bei den ver- 
schiedenen Ausgangsmaterialien bereits durchgefiihrt haben, hat 


1) Berechnet nach Angaben von A. Butenandt, Abhand!. Ges. Wiss. 
Géttingen, Math.-phys. Klasse, III. Folge, Heft 2, u. zw. unter Annahme 
eines Harnriickstands von 40g pro Liter und eines Hormongehalts von 
7,5 M.E. pro cem. 

2) Fiir die Uberlassung dieses und des folgenden Priiparates sind wir 
Herrn Priv.-Doz. Dr. A. Butenandt-Géttingen sehr zu Dank verpflichtet. 

3) Dieser Versuch ist vom wissenschaftlichen Laboratorium der 
I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, durchgefiihrt worden. 

4) Fir die Uberlassung der Sterinpriiparate haben wir Herrn Prof. 


Dr. A. Win daus-Géttingen sehr zu danken. 
*) Vgl. hierzu die interessanten Befunde von W. Schoeller u. 


H. Goebel iiber den Einflu8 dieser Priparate auf das Bliihen verschiec- 
dener Pflanzen, Biochem. Z. 240, 1 (1931); 261, 223 (1932). 
%) Biochem. Z. 256, 206 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIV. 
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sich kein Unterschied in den chemischen Eigenschaften des ak- 
tiven Prinzips gezeigt. Es lit sich aus sauren Lésungen mit 
organischen Lisungsmitteln, wie peroxydfreiem Ather oder Butyl- 
alkohol, extrahieren. Aus diesen Extrakten kann es mit Natrium- 
bicarbonatlésung ausgeschiittelt und nach dem Ansiiuern mit 
Essigsiiure wieder in Ather iibergefiihrt werden. Der wirksame 
Stoff zeigt also das Verhalten einer Siure.') Bei Schlempe haben 
wir auch weitere, beim Harn erprobte Stufen*) der Anreicherung 
bereits durchgefiihrt; die aktive Verbindung verhielt sich auch 
hierbei vollkommen gleichartig. 

Aus all diesen Versuchen ziehen wir den SchluB, daB die bei 
der Wentschen Testreaktion wirksamen Stoffe der verschiedenen 
Ausgangsmaterialien miteinander identisch oder zum mindesten 
sehr nahe verwandt sind. Wir werden fiir diese Auffassung spater 
noch weitere experimentelle Stiitzen anfiihren. 


Nach den bekannten Erfahrungen der Sexualhormonforschung 
hatten wir nun zu priifen, ob Schwangerenharn bzw. Harn trach- 
tiger Stuten gegeniiber menschlichem oder tierischem Mischharn 
fiir die Reindarstellung des pflanzlichen Wuchsstoffs vorteilhafter 
war. Die folgende Ubersicht zeigt, daB der Wuchsstoffgehalt des 
Harns wahrend der Graviditiit nicht erhéht ist; auf die physio- 
logische Bedeutung dieses Befundes werden wir in einer der 
folgenden Mitteilungen dieser Reihe zuriickkommen, desgleichen 
auf die Unterschiede des Wuchsstofigehalts in den einzelnen Fallen. 


Menschlicher Harn AE pro mg 
Mittel aus 160 Fiillen 2400 
Normale Schwankungen 1000— 5000 
Extreme Werte he ee Sy a at he igh ae a 250—13000 
Schwangerenharn (Mittelwert bei 15 Harnproben, zum 

Teil aus verschiedenen Schwangerschaftsmonaten) . 1350 

Pferdeharn 
PO. ok ee 2000 
Stuten, 5 Harnproben 1800—7000 

Kuhharn 
2 Harnproben . 65— 2406 

Schweineharn 

50— 180 


4 Harnproben . 





1) H. E. Dolk u. K. V. Thimann [Proc. Nat. Acad. Sciences 18, 80 
(1932)] haben die Séiurenatur des ,,Rhizopins“ unabhingig von uns etwa 
gleichzeitig festgestellt; die Dissoziationskonstante wurde zu 1,8-10~° ge- 


funden. 
*) Fraktionierung mit Benzol und Lactonisierung. 
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Soweit wir das bisher gepriift haben, verhilt sich Stutenharn 
hei den Anreicherungsversuchen zum mindesten nicht giinstiger 
als menschlicher Harn; wir gaben daher letzterem den Vorzug. 


- Aus fuBeren Grinden arbeiteten wir zuniichst mit Schwangeren- 


harn, da die Bicarbonatfraktion hieraus in der Technik als Neben- 
produkt bei der Darstellung der Follikelhormone anfiel. Das 
Werk Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G., dem wir auch 
sonst fiir mannigfache Mithilfe sehr zu danken haben, stellte uns 
dieses Ausgangsmaterial zur Verfiigung. Wir beschreiben nun 
zunichst die Aufarbeitung einer solchen Bicarbonatfraktion, die 
uns zum erstenmal zu krystallisierter aktiver Substanz gefiihrt hat. 


IV. Reindarstellung aus Schwangerenharn. 


Fiir die folgenden Versuche diente eine Bicarbonatfraktion, 
die aus 200 Litern Schwangerenharn gewonnen war. 

1. Atherextraktion. Nach Ansiiuern der wiiBrigen Bi- 
carbonatfraktion mit Essigsiiure wurde 3mal mit peroxydfreiem 
Ather}) ausgeschiittelt. Nach dem Eindampfen das Atherextrakts 
blieben 80 g Riickstand, die pro mg 26000 AE enthielten, ins- 
vesamt also 2080000000 AE. 

2.Extraktion unwirksamer Begleitstoffe durch Petrol- 
ither und Ligroin. Es zeigte sich, daB die aktive Substanz 
in Petrolither und Ligroin praktisch unléslich ist, wihrend durch 
diese Lésungsmittel in der Wiirme ein groBer Teil (etwa 4/,) der 
unwirksamen Begleitstoffe entfernt werden kann. Der nach 1. ge- 
wonnene Atherriickstand wurde am Wasserbad wiederholt mit 
Petrolither (Siedep. 40—60° und hierauf mit Ligroin (Siede- 
punkt 100—120°) ausgezogen. Léslich 662; pro mg 600 AK; ins- 
gesamt 43000000 AK. Unléslich 14 g; pro mg 130000 AE; ins- 
gesamt 1820000000 AE. 

3. Extraktion mit Benzol. Das in Ligroin unldsliche 
Produkt (14 g) wurde in 60°/,igem Athylalkohol gelist und hiiufig 
mit je 50 ccm Benzol ausgeschiittelt.’) 

a) Die alkoholisch-wiBrige Schicht gab nach dem Eindampten 
einen Riickstand von 1,5 g, der pro mg 90000 AE enthielt; ins- 
gesamt waren also 135000000 AE vorhanden. 

b) Die Benzolschicht wurde hierauf mehrmals mit Wasser 
ausgezogen; der wiBrige Extrakt wurde angesiuert und aus- 





1) Vgl. Am. Soc. 58, 221 (1931). 
*) Vgl. die analoge Reinigungsstufe bei der Gewinnung des Follikel- 
hormons (a. a. O.). 
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geiithert. Beim Eindampfen des Atherextrakts blieben 4,4 g eines 
braunen Ols zuriick, das pro mg 240000 AE enthielt; die Ge- 
samtmenge an aktiver Substanz war demnach 1056000000 AK. 

c) Nunmehr wurde die Benzolschicht mit 60°/,igem Methanol! 
ausgezogen; dieser Extrakt wurde nach Verdiinnen mit Wasser 
eingeengt, mit Essigsiiure angesiiuert und ausgeiithert. Der Ather- 
extrakt lieferte 4,3 g Riickstand, der eine Wirksamkeit von 
100000 AE pro mg zeigte; insgesamt waren also 430000000 AE 
vorhanden. 

d) Die Benzolschicht gab nach dem Eindampfen 38 g Riickstand, 
der 5000 AE pro mg, insgesamt also nur 15000000 AE enthielt. 

4. Wiederholung der Petrolitherextraktion. Die an 
Wuchsstoff reichste Fraktion der yorigen Stute (3b) wurde nun- 
mehr neuerdings mit Petroliither ausgekocht. Es lésten sich 
1.1 ¢ inaktive Begleitstoffe; der Riickstand (3,3 g) zeigte eine 
Wirksamkeit von 270000 AK pro mg; er enthielt also insgesamt 
8910600000 AK. Auf Zusatz von Alkohol schieden sich 200 mg 
fast unwirksame Krystalle aus (42000 AE pro mg), von denen ab- 
tiltriert wurde. Das Filtrat gab nach dem Kindampfen einen Riick- 
stand, der mit Ligroin ausgekocht wurde. Es listen sich 1,8 g des 
Ols, wihrend 1,4g mit fast unveriinderter Wirksamkeit zuriickblieben. 

5. Fraktionierte Bleisalzfillung. Das in Ligroin un- 
lisliche Produkt (1,4 g) wurde in 20 cem Athylalkohol gelist, mit 
10 cem Wasser und dann mit 2,5 ccm einer gesittigten Lésung 
von neutralem Bleiacetat versetzt. 

a) Kine erste Fallung entstand nach Zugabe von 150 ccm 
Alkohol; sie wurde abfiltriert und mit verdiinnter Essigsiure zer- 
legt. Die saure Lisung wurde ausgeiithert; der Atherriickstand 
(0,2 g) besaB nur eine Wirksamkeit von 270000 AE pro mg. 

b) Eine zweite Fallung erhielten wir nach Zugabe von 
Natronlauge bis zur schwach alkalischen Reaktion (griinblaue 
Farbung von Thymolblau). Der Niederschlag wurde wie unter 5a 
aufgearbeitet. Der Atherriickstand (0,6 g) enthielt 1000000 AH 
pro mg; die Gesamtmenge an aktiver Substanz war 600000000 AE. 

c) Eine dritte Fallung entstand nach Abdampfen des 
Alkohols im Vakuum. Nach der Zerlegung betrug der organische 
Rest 0,3 ¢; die Wirksamkeit war 580000 AE pro me. 

d) Die Mutterlauge der letzten Bleisalzfillung wurde mit 
Essigsiiure angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Nach der 
Aufarbeitung wurden 0,7 g Ol erhalten, die eine Wirksamkeit von 
140000 AE pro Milligramm zeigten. 
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6. Fraktionierte Calciumsalzfillung. Fiir die weitere 
Anreicherung verwendeten wir die Fraktion 5b, welche am wuchs- 
stoffreichsten war. 0,6 g wurden in 4 ccm Wasser gelést und 
hierzu eine Lésung von Calciumacetat (4g in 80 ccm Wasser) 
zugefiigt. Es schied sich ein geringer Niederschlag aus, der sich 
nach der Zerlegung als unwirksam erwies. Das Filtrat gab nach 
der tiblichen Aufarbeitung einen Atherriickstand von 545 mg; die 
Wirksamkeit betrug etwa 1100000 AE pro Milligramm. 

7. Veresterung bzw. Lactonisierung. Nach der Calcium- 
salzfillung priiften wir, ob das hochaktive Ol durch Fraktionie- 
rung im Hochvakuum weiter gereinigt werden konnte. Ks wurden 
Destillate erhalten, die in der Tat eine geringe Wirksamkeit 
yeigten; im ganzen war die Hochvakuumdestillation in dieser 
Stufe jedoch noch zu verlustreich. Wir versuchten deshalb durch 
Veresterung giinstigere Verhiiltnisse zu schaffen. Hierzu wurde das 
aktive Ol von Stufe 6 eine Stunde mit 11/,°/, igem Methylalkohol— 
Chlorwasserstoff gekocht. Nach dem Abdaampfon des Alkohols 
wurde in Ather aufgenommen und mit Bicarbonatlésung  frak- 
tioniert. 

a) Die Bicarbonatfraktion wurde angesiiuert und ausgeiithert. 
Der Atherriickstand (66 mg) zeigte eine Wirksamkeit von 33000 AK 
pro Milligramm. 

b) Nunmehr wurde mit Sodalésung ausgeschiittelt; die auf 
diese Weise erhaltene zweite Siurefraktion (132 mg) hatte eine 
Wirksamkeit von 21000 AE pro Milligramm. 

c) Die Hauptmenge der aktiven Substanz verblieb in der 
Neutralfraktion. Diese betrug 363 mg bzw. 504000000 AK, das 
sind also 1400000 AE pro Milligramm. Uberraschenderweise war 
der Atherriickstand ohne vorherige Verseifung bei der Testreak- 
tion wirksam. Wie wir heute wissen, enthilt. die Neutralfraktion 
nicht den Methylester, sondern das Lacton der aktiven Siure. 

8. Fraktionierte Destillation im Hochvakuum. Die 
Neutralfraktion (363 mg) wurde nun in einer kleinen Retorte einer 
langsamen Destillation im Vakuum der Quecksilberdampfpumpe 
(0,05—0,1)mm) unterworfen; das Destillat wurde in 5 Fraktionen 
aufgefangen : 
> Fraktion (Badtemp. unter 120°): 80mg; promg 120000 AE, 

‘ (Badtemp. 120—125°: 72mg; promg 840000 AE, 
* (Badtemp. 120—130°): 74mg; promg 400000 AE, 
» (Badtemp. 125—130%: 43mg; pro mg 10000000 AE, 


. (Badtemp. 130-—160°): 31mg; promg 2200000 AE, 
. Riiekstand : 40mg; _ pro mg weniger als 50000 AE. 


a 
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Die zweite Fraktion war zum Teil, die vierte gréStenteils 
krystallisiert; wihrend sich jedoch die Krystalle der zweiten 
Fraktion als unwirksam erwiesen, waren jene der vierten Frak- 
tion hochaktiv; sie behielten ihre Wirksamkeit beim Umkrystalli- 
sieren +) aus 40°/,igem wiiBrigem Aceton. Es wurden hierbei far)- 
lose Nidelchen (18 mg) erhalten, die bei 169° (unkorr.) schmolzen. 
Kin Milligramm dieses Krystallisats zeigte eine Wirksamkeit von 
23000000 AK. Nachdem in gleicher Weise noch einmal um- 
krystallisiert worden war, wurde 6,9 mg eines Priiparats erhalten, 
das bei 172° (unkorr.) schmolz und eine Wirksamkeit von etwa 
30000000 AE pro Milligramm aufwies. 

Auch zwei weitere Aufarbeitungen von Bicarbonatfraktionen 
aus Schwangerenharn fiihrten zu demselben aktiven Krystallisat, 
von welchem wir insgesamt 29,4 mg in Hinden hatten. Der hier- 
fiir verarbeitete Bicarbonatextrakt war aus 600 Litern Schwan- 
gerenharn gewonnen. 


V. Reindarstellung aus Mischharn. 

Wir haben versucht, 9 Chargen in der eben beschriebenen 
Weise aufzuarbeiten; davon fiihrte jedoch nur die 1., 2. und 5. zu 
krystallisiertem pflanzlichem Wuchsstoff, wiihrend in den anderen 
Fiillen nach der Hochvakuumdestillation nur hochaktive Ole er- 
halten wurden (Wirksamkeit hédchstens 5000000 AE pro Milli- 
eramm), die auch durch Wiederholung der Destillation und durch 
Impfen nicht zur Krystallisation gebracht werden konnten. In 
der Zwischenzeit hatten wir die Erfahrung gemacht, da8 in der 
technischen Bicarbonatfraktion aus Schwangerenharn der gréBte 
Teil des urspriinglich vorhandenen Wuchsstoffs bereits zerstirt 
war. Aus diesen Griinden haben wir fiir unsere weiteren Arbeiten 
Mischharn aus Utrechter Kliniken verwendet, der im Liter 
durchschnittlich 2 mg Wuchsstoff enthielt. 

1. Eindampfen des Harns. 150 Liter Mischharn (mit einem 
Wuchsstoffgehalt von 300 mg) werden mit Salzsiiure (1:1) bis zur 
deutlich kongosauren Reaktion angesiiuert und in Ansiitzen von 
etwa 30 Litern in der Destillationsapparatur nach SchmalfuB- 
Janssen’) zu einem dicken Sirup eingedampft. Die Riickstiinde 
von fiinf Destillationen werden vereinigt und zusammen weiter 
verarbeitet. Aus 150 Litern Harn erhiilt man durchschnittlich 5700¢ 


') Der Riickstand der Mutterlauge war nur schwach wirksam. 


*) Chem. Fabrik, 1929, S. 387. 
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eines dunkelbraunen, von Krystallen durchsetzten Sirups mit dem 
erwarteten Wuchsstoffgehalt. 

2. Atherextraktion des Rohsirups. Der Rohsirup wird 
in 25—30 Litern Wasser gelist, mit Salzsiiure deutlich sauer 
gemacht und wiederholt mit insgesamt dem gleichen Volumen 
gereinigtem, peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt. Die gesammelten 
Atherausziige werden iiber Natriumsulfat getrocknet und ein- 
vedampft. Der Riickstand (etwa 87 g) enthilt fast die gesamte 
Wuchsstoffmenge in ungefihr 65 facher Anreicherung. . 

3. Fraktionierung mit Bicarbonatlisung. Der Ather- 
riickstand wird erneut in médglichst wenig (1—3 Liter) reinem 
Ather aufgelést und 8 mal mit je 500 ccm gesiittigter Bicarbonat- 
lésung ausgeschiittelt. Die vereinigten Bicarbonatextrakte werden 
his zur kongosauren Reaktion mit verdiinnter Salzsiiure versetzt 
und die saure Lisung 6—8 mal ausgeiithert. Hierzu sind etwa 
3—4 Liter Ather erforderlich. Der Ather wird mit Natriumsulfat 
getrocknet und abgedampft. Riickstand etwa 45 g; Anreiche- 
rung 78 fach. . 

4, Extraktion mit Petrolather und Ligroin. Der Ather- 
riickstand wird nunmehr 3/, Stunde mit 400 ccm Petrolither 
(Siedep. 40—60°) am Wasserbad gekocht. Nach dem Erkalten 
wird die Lisung vorsichtig abgegossen und darauf die Extraktion 
noch 2mal in der gleichen Weise mit frischem Petrolither wieder- 
holt. Dabei gehen fast nur unwirksame Begleitstoffe in Lésung. 
Hieran schlieBt sich eine 3malige Extraktion mit je 400 ccm 
Ligroin (Siedep. 100—120°), die ebenfalls in der Hitze vorgenommen 
wird. Riickstand etwa 19,7 g; Anreicherung etwa 238 fach. 

5. Extraktion mit Benzol. Der soweit gereinigte Sirup wird 
in etwa 300 cem 60°/;igem Athylalkohol gelist und 10 mal mit 
je 100 ccm Benzol ausgeschiittelt. Darauf extrahiert man die ver- 
einigten Benzollésungen zuniichst 3mal mit je 300 com Wasser, 
dann noch 3mal mit der gleichen Menge 50°/, igem Methylalko- 
hol. Die methylalkoholischen Ausziige werden zur Trockne ein- 
vedampft, der Riickstand mit den wiBrigen Extrakten vereinigt 
und diese daraufhin mehrfach ausgeithert. Nach dem Trocknen 
und Abdampfen des Athers hetrigt der Riickstand 5,5 ¢; die An- 
reicherung ist etwa 600 fach. 

6. Bleisalzfillung. Der Atherriickstand wird in 125 
bis 150 com 96°/, igem Alkohol gelist und mit einer konzentrierten 
wiBrigen Auflésung von 5g neutralem Bleiacetat versetzt. Der 
ausfallende Niederschlag enthilt fast gar keinen Wuchsstoff. Das 
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Filtrat wird tropfenweise bis zur schwach alkalischen Reaktion 
mit etwa 30°/, iger Lauge versetzt. Die hierbei gebildete Fallung 
wird abfiltriert, in verdiinnter Essigsiure gelést und die saure 
Lésung ausgeithert. Die Menge des Riickstandes schwankt stark, 
ebenso der Wuchsstoffgehalt. In einigen Fallen war mehr als 
80°/, der wirksamen Substanz in dem in alkalischem Milieu aus- 
fallenden Niederschlag vorhanden, so daB dieser ausschlieBlich 
fiir die weitere Verarbeitung in Frage kam. Manchmal fanden sich 
nur 40—60°/, des vorher noch vorhandenen Wuchsstoffs in dieser 
Fraktion wieder. Dann wurde das Filtrat des Niederschlags mit 
Hisessig angesiuert, bis zur Entfernung des Alkohols eingeengt 
und ausgeiithert. Der Atherriickstand enthielt die restliche Wuchs- 
stoffmenge und wurde fiir sich oder gemeinsam mit der oben ge- 
nannten Niederschlagsfraktion weiter verarbeitet. In den meisten 
Fallen blieb die Hauptmenge der aktiven Substanz im Filtrat, 
so daB die Niederschlige vernachlissigt werden konnten. 

Organischer Rest der wirksamsten Fraktion: 3,17 g (1,08 
bis 7,6 g). In dieser Stufe ist gewéhnlich noch etwa 60°/, des 
urspriinglich im Harn vorhandenen Wuchsstoffs anwesend, und 
zwar in etwa 1100facher Anreicherung. 

7. Calciumsalzfallung. Der wirksamste Riickstand der 
Bleisalzfraktionierung, durchschnittlich etwa 3 g, wird in 30 ccm 
Alkohol gelést und mit 300 ccm Wasser versetzt; hierbei tritt 
meist eine geringe Triibung auf. Nun fiigt man eine konzentrierte, 
waBrige Auflésung von 6g Calciumacetat hinzu und hierauf unter 
hiufigem Umschiitteln n-Kalilauge, bis bei weiterem Zusatz keine 
Fallung mehr zu beobachten ist. Der Niederschlag wird abfiltriert 
und wiederholt mit Wasser und etwas Alkohol gewaschen. Er 
enthalt nur Spuren Wuchsstoff. Das Filtrat wird mit Hisessig 
angesiuert und ausgeiithert. 

Atherriickstand: 2,25 g (0,66—4,1 g); Anreicherung etwa 
1600 fach. 

8. Veresterung bzw. Lactonisierung. Der nunmehr 
klare rotbraune Sirup wird mit 10—15 ccm einer 1,5°/,igen 
methylalkoholischen Chlorwasserstofflésung eine Stunde gekocht. 
Nach Entfernung des Alkohols im Vakuum wird der Riickstand 
in Ather aufgenommen und die iitherische Lisung zweimal mit 
2°/,iger Bicarbonatlésung und dann noch zweimal mit Wasser 
ausgeschiittelt. Der Wuchsstoff geht in dieser Stufe nicht mehr 
in die Bicarbonatlésung, sondern wird fast ausschlieBlich in der 
Neutralfraktion zuriickgefunden. 











on 
ung 
ure 
irk, 
als 
us- 
ich 
ich 
ser 
nit 


iS- 








Uber ein Phytohormon der Zellstreckung. 257 


Atherriickstand: 1,2 g (0,47—2,45 g); Anreicherung etwa 
2500 fach. 

9. Hochvakuum-Destillation. Der angereicherte Sirup 
wird — meist in Portionen von 400—800 mg — im Hochvakuum 
(bei 0,005—0,02 mm Hg) méglichst langsam destilliert. In der 
Regel werden vier bis fiinf Fraktionen aufgefangen. Der Vor- 
lauf, der bei einer Badtemperatur unterhalb 125° iibergeht, besitzt 
eine durchschnittliche Wirksamkeit von 2900000 AE pro mg 
und liefert kein Krystallisat der aktiven Substanz. Die zwischen 
125—135° iibergehenden Destillate enthalten die Hauptmenge 
des Wuchsstofis und zeigen im Mittel eine Wirksamkeit von 
9200000 AE (3 100000—24000000 AE) pro mg. In diesen Mittel- 
fraktionen scheiden sich nach mehrtigigem Aufbewahren im Kis- 
schrank — eventuell auch erst nach Abkiihlen mit Aceton-Kohlen- 
siuregemisch — aktive Krystalle aus, die abfiltriert und weiter 
gereinigt werden kénnen. Bei einer Badtemperatur von 135 bis 
150° erhilt man mitunter noch hochwirksame Fraktionen (die 
Werte schwanken zwischen 120000—23700000 AE pro mg), die 
ebenfalls Wuchsstoff-Krystallisate liefern kénnen. Der in der 
Retorte verbleibende Riickstand besitzt durchschnittlich eine Wirk- 
samkeit von 1100000 AE pro mg. 

Menge der wirksamen Mittelfraktionen: 179 mg (89—336 mg). 
Anreicherung etwa 5000fach. 

10. Reinigung der Rohkrystallisate. Der mit aktiven 
Krystallen durchsetzte Sirup wird méglichst gut abgesaugt; die 
Rohkrystalle kénnen dann durch Umkrystallisieren weiter gereinigt 
werden. Hierfiir seien zwei Beispiele angefiihrt: 

a) Produkt Nr. 689. Schmelzp. 190—192°; Rohkrystallisat 
39,7 mg; Wirksamkeit21000000 AE pro mg. Es wird wiederholt aus 
einer Mischung von Ligroin-Athylalkohol (1:1) umkzystallisiert: 
i clin ciate Wirksamkeit 37 Millionen AE/mg; Schmelzp. 194°. 


2. » - 55 yy * ; - 195”. 
3. : : * 51 - ~ 4 as 196°. 
4. , - 48,6 : 9 196”. 
3. ” ° ” 44 ” ” } ” 196°. 
6. 48 " : 196°. 


”? ? 


b) Produkt a 305. Schmelzp. 169—171°. Robkrystallisat 
40,9 mg; Wirksamkeit 14400000 AE pro mg. Es wird nun 
wiederholt aus 40°/,igem Aceton umkrystallisiert: 


Umkrystallisation: Wirksamkeit 18 Millionen AE/mg; Schmelzp. 170°. 


2 : ¥ ye i «172°, 
3. . ; “ 35 "i “ne 3 ‘ 173°. 
4, : 35,7 is, a 3 i 173°, 
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Auf den Gehalt an aktiver Siure berechnet, ist eine etwa 
21000fache Anreicherung notwendig, um vom Harnriickstand zur 
krystallisierten Substanz zu gelangen. Die Ausbeute an einmal 
umkrystallisierter aktiver Substanz betriigt durchschnittlich 15°/,; 
bei einigen Aufarbeitungen war es jedoch nicht méglich, aus den 
hochaktiven Olen Krystalle zu erhalten. Vielleicht ist dies auf 
die Verwendung von Mischharn aus Kliniken zuriickzufiihren, bei 
welchen ja mit gréBeren Schwankungen der Zusammensetzung und 
mit Fremdstoffen zu rechnen ist. In allerletzter Zeit sind wir 
deshalb dazu iibergegangen, nur den Harn gesunder Menschen 
zu verwenden. Wie aus der Beschreibung einiger Stufen der 
Autarbeitung deutlich hervorgeht, ist fiir die erfolgreiche [solierung 
des krystallisierten Wuchsstoffs stete physiologische Kontrolle jedes 
einzelnen Schrittes unentbehrlich. 


VI. Schlu8bemerkungen. 

Bei der Aufarbeitung des Mischharns werden entweder die 
Krystalle vom Schmelzp. 172° bzw. 173° erhalten, die wir auch 
aus Schwangerenharn isoliert haben, oder die Krystalle vom 
Schmelzp. 196° In der folgenden Arbeit wird niher begriindet, 
daB der Stoff vom Schmelzp. 196° die aktive Siiure und jener 
vom Schmelzp. 173° deren ebenfalls aktives Lacton ist. Wir 
haben bereits in unserer ersten Mitteilung fiir den pflanzlichen 
Wuchsstoff — und zwar fiir die Siure — die Bezeichnung}) 
Auxin (von et&déyw wachsen machen) vorgeschlagen. 

Aus den Beispielen des vorigen Abschnitts ist zu ersehen, 
daB Auxin eine durchschnittliche Wirksamkeit von 50000000000 AE 
pro Gramm besitzt; d. h. die Krimmung von 10° wird bei den 
Haferpfliinzchen durch 3/,) 99999 Mg Oder 3/,5o99 7 hervorgerufen. 
Das sind nur etwa 36000000000 Molekiile*); iiberdies wandert 
hiervon nur ein Teil vom Agar-Agar-Wiirfelchen in die Pflanze 
und in dieser kommt es erst durch ein Konzentrationsgefille 
zum beobachteten einseitigen Wachstum! 

1) N. Nielsen, Jahrb. wiss. Bot. 75, 130 (1930), hat sein Wuchsstoff- 
priparat ,,Rhizopin“ genannt, da er es bei der Kultivierung von Rhizopus 
suinus zuerst fand. Der Autor schlug vor, fiir jeden Wuchsstoff der ver- 
schiedenen Ausgangsmaterialien einen eigenen Namen zu wihlen. Dieser 
Vorsehlag entsprach dem damaligen Stand der Wuchsstofforschung. Nach- 
dem es nunmehr gelungen ist, einen krystallisierten Stoff von gréBter Wirk- 
samkeit zu isolieren, ist jedoch eine Bezeichnung erwiinscht, die der 
Bedeutung des pflanzlichen ,,Wuchsstoffs‘ gerecht wird und die es gestattet, 


brauchbare chemische Namen fiir die Derivate abzuleiten. 
*) Berechnet auf Grund der Molekulargewichtsbestimmungen. 
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Es muB jedoch hervorgehoben werden, daB die genannten 
Zahlen fiir die Wirksamkeit von Auxin und Auxin-lacton keine 
konstanten GréBen sind. Die Wirksamkeit von Standardlésungen 
schwankt nimlich dauernd, wir haben auch schon Extremwerte 
von 20000000000 oder 90000000000 AE pro Gramm beobachtet; 
es kann jedoch erst spiter besprochen werden, welche Einfliisse 
fiir die Schwankungen der Wirksamkeit verantwortlich sind. An 
dieser Stelle sei nur auf den Einflu8 der Begleitstoffe und der 
Wasserstoffionenkonzentration bei der Wentschen ‘Testreaktion 
hingewiesen. 

Als wir zum ersten Male die Anreicherung bis zur Bleisalz- 
Fraktionierung gebracht hatten, war nach der Zerlegung nur mehr 
ein kleiner Bruchteil der eingesetzten Avena-Kinheiten vor- 
handen, die gesamte Wuchsstoffmenge war jedoch wieder nach- 
weisbar, als wir die einzelnen Fraktionen vereinigten. Es handelte 
sich jedoch nicht um eine Zerlegung in verschiedene spezifische 
Faktoren. Die maximale Wirksamkeit kehrte nimlich auch zu- 
riick, als wir den einzelnen Fraktionen etwas Elektrolyt und Siure 
gusetzten. Wir verwenden deshalb bei der Auswertung von 
Wuchsstoffpraparaten héheren Reinheitsgrades eine Verdiinnungs- 
fliissigkeit, die im Liter 160 mg Kaliumchlorid und 0,2 ccm Kis- 
essig enthilt. Qhne derartige Lisungsgenossen wird vermutlich 
der Ubertritt des Wuchsstoffs vom Agar-Agarwiirfel zur Pflanze 
beeintriichtigt. 

In der botanischen Literatur werden fiir Wirkstoffe von der 
Art des Auxins bisher die Bezeichnungen Korrelationstriger, 
Regulatoren und Hormone nebeneinander gebraucht. Der pflanz- 
liche Wuchsstoff ist zuerst von H. Siding?) als Wuchshormon 
angesprochen worden. Nach F. W.W ent?) ist es jedoch ,,vielleicht 
besser, den Namen Hormon nicht fiir pflanzliche Korrelations- 
triger zu gebrauchen, weil man sonst mit dem Begriffe ... auch 
Nebenbegriffe und weitere Kinzelheiten iibernimmt, die der Pflanzen- 
physiologie mehr Nachteile als Vorteile bringen“. Doch ist auch 
F.W. Went der Meinung, ,,daB in einer allgemeinen Physiologie 
die Hormone einerseits und die pflanzlichen Korrelationstriger 
andererseits unter einem Begriff zusammengefaBt werden miissen. 

Wir konnten uns den von Went jun. geiuBberten Bedenken 
nicht verschlieBen, waren aber doch der Ansicht, daB das nunmehr 
auch fiir die Pflanze sichergestellte ,,Wirkstoffprinzip“ am besten 





) Ber. dtsch. bot. Ges. 41, 396 (1923). 
2) Dissertation a. a. O., und zwar S. 3. 
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mit dem Hormonbegriff zu kennzeichnen ist. Damit jedoch die 
fiir das Tierreich geltenden Verhiltnisse nicht zwangsliiufig und 
unbesehen auf das Pflanzenreich iibertragen werden, haben F. A. 
¥, C. Went und wir’) fiir derartige Stoffe die Bezeichnung Phyto- 
hormone in Vorschlag gebracht. Dieser Begriff weist auf die 
Analogie zu den ,,Zoohormonen“ hin, seine Bedeutung kann aber 
entsprechend den Bediirfnissen der Pflanzenphysiologie entwickelt 
werden. 

Wir miissen jedoch darauf hinweisen, da8 wir nicht an eine 
starre Kinteilung in Zoo- und Phytohormone denken, sondern 
daB diese Bezeichnungen in erster Linie das ,,Wirkungsreich* 
dieser Stoffe andeuten sollen. Es ist méglich, dali ein- und 
derselbe Stoff als Zoohormon und als Phytohormon besondere 
Aufgaben?) zu erfiillen hat. In anderen Fiillen kiénnte ein Phyto- 
hormon fiir den tierischen Organismus die Bedeutung eines Vita- 
mins*) haben; schlieBlich ist aber auch mit der Méglichkeit zu 
rechnen, daf ein weiteres Phytohormon fiir den Tierkérper ein 
indifferenter Stoff ist. Jedenfalls darf man nicht von vornherein 
annehmen, daf z. B. ein aus tierischem Material isolierter pflanz- 
licher Wuchsstoff auch fiir den tierischen Organismus Wuchsstoff- 
funktionen besitzt, und umgekehrt, daB ein aus dem Pflanzenreich 
isoliertes Zoohormon auch ein Phytohormon sein mu. In allen 
Fallen muf dies erst experimentell bewiesen werden. 

Natiirlich sollte der Phytohormonbegriff — ebenso wie der 
Hormonbegriff in der Tierphysiologie — erst dann angewandt 
werden, wenn die Sicherheit besteht, daf die aktive Verbindung 
wirklich als ,,biochemischer Aktivator“ anzusprechen ist und ihre 
Wirkung nicht als unentbehrlicher Baustoff (bzw. durch ihren 
kalorischen Wert) ausiibt. Die Entscheidung zwischen diesen 
Moéglichkeiten wird zumeist erst nach der Reindarstellung oder 
nach weitgehender Anreicherung des betreffenden ,,faktors“ még- 
lich sein. Solange die Zuordnung zweifelhaft ist, empfiehlt es 
sich, eine neutrale Bezeichnung, z.B. Wachstumsstoff, zu gebrauchen. 


Frl. Irmgard Zuschlag haben wir fiir die wertvolle Mitarbeit 
bei der Darstellung des Auxins, Herrn EK. W. F. Visser fir die 
zuverlissige Ausfiihrung vieler Testbestimmungen zu danken. 

) a a, 0. 

*) Hierauf weisen die Versuche von W. Schoeller und H. Goebel 
(2. a. O.) tiber einen EinfluB des Follikelhormons auf das Bliihen der Pflanzen. 

5) Vgl. hierzu den EinfluB yon Vitamin B, auf das Wachstum der 
Hofo: R. J. Williams, J. of biol. Chem. $7, 584 (1930). 








Nachweis von 1-(+)-Norleucin 
als Baustein von Proteinen des Riickenmarks 
und ferner peripherer Nerven. 


Von 
Emil Abderhalden und Kurt Heyns. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft 
zur Foérderung der Wissenschaften. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1932.) 


In den Jahren 1912/13 erbrachten Emil Abderhalden und 
A. Weil’) den Nachweis, da8 in im Riickenmark enthaltenen 
Hiweifstoffen a@-Amino-n-capronsiure enthalten ist. Die Auf- 
merksamkeit wurde auf diesen neuen KiweiBbaustein durch die 
Auffindung einer Aminosiure der Zusammensetzung C,H,,NO, in 
einer Aminosiureesterfraktion gelenkt, in der Phenylalanin zu 
erwarten war. Die schwach sii schmeckende Substanz fiel durch 
das besondere Verhalten ihres Drehungsvermégens auf. Sie drehte 
sowohl in Wasser als in Salzsiure nach rechts, wihrend 1-(—)- 
Leucin in Wasser nach links und in Salzsiure nach rechts dreht. 
Von dem noch in Frage kommenden 1-(+-)-Isoleucin unterschied 
sich die Verbindung nicht nur durch ihren Geschmack, sondern 
auch durch ihre Léslichkeitsverhiltnisse (vollkommen unldslich in 
Alkohol). Die mehrfache Wiederholung der Hydrolyse von EiweiB 
aus Riickenmark ergab regelmibig das Vorhandensein der ge- 
nannten als Norleucin bezeichneten Aminosiure. Ihre Abtrennung 
von den isomeren Verbindungen (Leucin und Isoleucin) gelang 
auf Grund ihrer auBerordentlichen Schwerléslichkeit in Wasser 
(besonders schwer léslich ist das Kupfersalz) und ihrer Unlés- 
lichkeit in Alkohol ohne Schwierigkeit. Die Annahme von 
H. B. Vickerey und C. L. A. Schmidt’), daB Spuren von 1-(+)- 
Valin die Isolierung der neuen Aminosiure und ihre Identifizierung 
erschwert haben kénnten, ist uns unverstiindlich, weil die genannte 


1) Diese Z. 81, 207 (1912); 83, 425 (1913); 84, 39 (1913). 
*) The history of the discovery of the amino acids. Chem. Reviews 
9, 292 (1931). 
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Aminosiure bei sorgsamer fraktionierter Destillation der Amino- 
siiureester zumeist gar nicht in Frage kommt. Sie lift sich aber 
auch bei ihrer Beimischung zu den Leucinisomeren ohne jede 
Schwierigkeit durch fraktionierte Krystallisation abtrennen. Zur 
Sicherstellung des Befundes des Norleucins wurde seinerzeit neben 
der Darstellung des Kupfersalzes und der f#-Naphthalinsulfo- 
verbindung die entsprechende «-Oxyverbindung dargestellt. Zum 
Vergleich dienten in allen Fiillen durch Synthese gewonnene 
|-(+)-«-Aminocapronsiiure und die ihr entsprechenden Derivate 
bzw. Umwandlungsprodukte. Neuerdings haben '. Yaginuma, 
G. Arai und K. Hayakawa!) den Befund des Vorkommens der 
genannten Aminosiure im Riickenmarkseiweif in vollem Umfang 
bestatigt und zwar durch Feststellung der Krystallkonstanten des 
Formyl-l-norleucins. Ferner haben EK. J. Csarnetzky und C.L. 
A. Schmidt’) in vergleichenden Messungen der charakteristischen 
Dissoziationsdrucke der in Frage kommenden Isomeren mit Ammo- 
niak und Salzsiure gleichfalls Norleucin als Baustein von Riicken- 
markseiweiB festgestellt. 

Bevor wir Kenntnis von diesen Nachpriifungen erhielten, 
haben wir im AnschluB an die von uns allerdings nicht als be- 
rechtigt anerkannten, oben erwihnten Zweifel von Seiten von 
Vickerey und Schmidt die Feststellung von Norleucin als Bau- 
ste von Riickenmarkseiwei8 wiederholt. Wir verbanden den 
Nachweis einerseits mit einer vergleichenden Untersuchung von 
(sehirneiweiB und von in peripheren Nerven enthaltenen Proteinen 
und andererseits mit der Erprobung der bei der Auffindung von 
l(4+)-Norvalin erfolgreichen Methode der Uberfiihrung der in 
rage stehenden Aminosiure in die entsprechende ¢-Bromfettsiure 
und Verfolgung der Geschwindigkeit der Bildung ihres Trimethyl- 
aiminderivates.*) @-Brom-n-capronsiiure reagiert mit ‘T'rimethyl- 
amin auBerordentlich viel schneller als a-Bromisobutyl-essigsiiure.*) 
Zur Identifizierung stellten wir das Goldchloriddoppelsalz dar. 
Wahrend bei der Hydrolyse von Eiweif aus peripheren Nerven 
ausreichend Norleucin zur Uberfithrung in die «-Bromfettsiiure 
zur Verfiigung stand, war die Ausbeute bei der angewandten 
Menge an Riickenmarksubstanz dazu nicht ausreichend. Infolge- 





1) Proc. Imp. Acad. Tokyo 8, 91 (1932). 
*) J. of biol. Chem. 97, 333 (1932). 
5) Vgl. die Beschreibung der Methode: E.Abderhalden u. K. Heyns, 
Diese Z. 206, 137; 209, 27 (1932). 
4) E. Abderhalden u. S. Beckmann, Diese Z. 207, 93 (1932). 
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dessen identifizierten wir das isolierte Norleucin durch Darstellung 
der Benzolsulfo-, Phenylisocyanat- (bzw. Phenylhydantoin) 
und Formylverbindung. Zum Vergleich stellten wir die ent- 
sprechenden Derivate von synthetisch bereitetem 1-(+)-Leucin und 
]-(+)-Norleucin dar. Im Gehirneiweif gliickte es nicht, Norleucin 
in einwandfreier Weise nachzuweisen.’) 


Bei der Aufarbeitung der einzelnen Aminosiiureesterfraktionen 
erhielten wir sowohl bei Anwendung von Gehirn- wie Riicken- 
markseiwei8 und von solchem aus peripheren Nerven zwei Amino- 
siuren, die friiher nicht eindeutig festgestellt werden konnten, 
nimlich Phenylalanin und Glykokoll. Im Nerveneiweif waren 
etwa 2°/, der Trockensubstanz an ersterer und 3—4°/, an letzterer 
Aminosiure nachweisbar. Die Ausbeute an Phenylalanin war bei 
Verwendung von Gehirn- und RiickenmarkseiweiB etwa dieselbe 
wie eben erwiihnt, dagegen gewannen wir viel weniger Glykokoll 


(etwa 0,3°/,). 
Experimenteller Teil. 

1, Hydrolyse von peripheren Nerven. Der auf mechanischem 
Wege von Bindegewebe und Fettbeimengungen befreite Plexus ischiadicus 
und brachialis vom Rind wurde im Fleischwolf zerkleinert. Dann wurde 
auf dem Wasserbade in einer Porzellanschale getrocknet. Es folgte dann 
Extraktion in der Fischerschen Roéhre mittels Tetrachlorkohlenstoffs. 12 kg 
Rohmaterial lieferten etwa 950 g lipoidfreies Material. Hydrolyse (konzen- 
trierte Salzsiiure) und Veresterung erfolgten in bekannter Weise. Die Ester 
wurden mit Natronlauge und Kaliumearbonat in Freiheit gesetzt und durch 
Destillation in 4 Fraktionen zerlegt: 

1. Fraktion bei 12 mm bis zu 65° Wasserbad-Temperatur 
2. Fraktion bei 12 mm bis zu 100° % s 

3. Fraktion bei 2mm bis zu 100° ‘. . 

4, Fraktion bei 2mm bis zu 180° des Olbades. 

Die Hauptmenge an Leucinfraktionen (28 g mit N-Gehalt zwischen 
10,50—10,80°/,) erhielten wir aus der 3. Esterfraktion. Geringe Mengen 
waren auBerdem noch in den Fraktionen 2 und 4 vorhanden (etwa je 4 bis 
6g). Wir verwandelten die Leucinfraktionen (aller drei Esterfraktionen fiir 
sich) mittels Nitrosylbromids in die entsprechenden e-Bromfettsiuren und 
verfolgten dann den Gang der Trimethylaminierung unter dem EinfluB von 
Trimethylamin bei 37°. Nach 2 Stunden wurde der Versuch abgebrochen, 
die noch unverinderte Bromfettsiure nach Ansiiuern mit Salzsiure durch 
Ausiithern entfernt und dann die Lésung der verbleibenden N-Trimethy]- 
aminosiure unter Anwendung der Silbersulfat-Baryt-Methode aufgearbeitet. 
Es zeigte sich, daB nur die aus der 3. Esterfraktion gewonnenen Amino- 


1) Ein endgiiltiges Urteil iiber das Vorkommen bzw. Fehlen dieser 
Aminosiiure in EiweiBstoffen der genannten Herkunft wagen wir nicht ab- 
zugeben. Es bleibt die Méglichkeit einer geringen Beteiligung des Nor- 
leucins am Aufbau von GehirneiweiB. 
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siuren gréBere Mengen von Norleucin enthielten. Bei den «-Bromfettsiuren, 
die aus den Esterfraktionen 2 und 4 erhalten worden waren, verlief die 
Trimethylaminierungskurve fast genau entsprechend jener, die bei Ver- 
wendung von synthetisch dargestellter c-Bromisobutyl-essigsiiure gewonnen 
war. Als Beleg fiir den Nachweis von Norleucin auf dem geschilderten 
Wege sei das folgende Beispiel angefiihrt: 

9 g Bromfettsiure wurden bei 37° mit 33°/,iger wiBriger Trimethy]- 
aminlésung auf 60 ccm aufgefiillt. Einem Verbrauch von 7,69 eem n/10- 
Silbernitratlésung auf 1 cem der Lésung wiirde eine Umsetzung zu 100°/, 
entsprechen. 


1 cem verbrauchte nach 1 Stunde 1,24 eem n/10-AgNO, = 16,1°/, Umsetzung 
L 5 ” » 2 ” 1,56 __,, = 20,3 lo ” 
1 5, ” » 6 ” 2,80 ,, ” -” 36,4°/, ” 
ly ” 1 24 ” 6,35 ,, ” = 82,6°/, ” 


Von der N-Trimethylaminosiure stellten wir das Goldchloriddoppel- 
salz dar. Es zeigte nach mehrfachem Umkrystallisieren aus n/10-Salzsiiure 
Schmelzp. 136°. Die Goldsalze der synthetisch dargestellten drei isomeren 
Leucine besitzen folgende Schmelzpunkte: N-Trimethyl-l-norleucin 137°, 
N-Trimethyl-l-leucin 165°, N-Trimethy]-l-isoleucin 177/78°. 


3,032, 3,360 mg N-Trimethylaminosiiure-Goldsalz aus Nerveneiweil 
gaben 2,280, 2,525 mg CO, und 1,045, 1,190 mg H,O und 1,177, 1,293 mg Au. 
— 6,067 mg gaben 0,142 ccm N, (760 mm, 21°). 

C,H,,O,NCl,Au (Mol.-Gew. 513,2). 

Ber. C 21,04 H 3,93 N 


2,73 Au 388,43 
Gef. ,, 20,51, 20,50 , 386,396 ,, 2,72 


,, 38,82, 38,48, 


Angefiigt sei noch, daB selbstverstindlich die aus der entsprechenden 
Esterfraktion isolierte o«-Amino-n-capronsiure als solche in ihren ganzen 
Eigenschaften mit denjenigen von synthetisch bereitetem l-Norleucin ver- 
glichen wurde. 


2. Hydrolyse von Eiweif8 aus Riickenmarksubstanz. 800 g von 
Lipoiden befreite Riickenmarksubstanz, die wir der groBen Giite der Direktion 
der Promonta-Werke verdanken, verarbeiteten wir in gleicher Weise, wie 
oben fiir das NerveneiweiB beschrieben. Zum Nachweis des Norleucins 
verwendeten wir alle Leucin, bzw. Leucinisomere enthaltenden Aminosiure- 
fraktionen, die wir nach Verseifung der entsprechenden Ester erhalten 
hatten. Nach sorgfiiltiger fraktionierter Krystallisation verwandelten wir 
die einzelnen Fraktionen fiir sich durch Kochen mittels frisch gefiillten 
Kupferoxyds in die entsprechenden Kupfersalze. Diese trennten wir durch 
fraktionierte Krystallisation in Anteile verschiedener Léslichkeit. Die sehr 
schwer bis unléslichen Kupfersalze wurden getrocknet und hierauf so lange 
mit Methylalkohol ausgezogen, bis der Alkohol sich nicht mehr blau firbte. 
Der in Alkohol unldésliche Anteil wurde mit Schwefelwasserstoff vom 
Kupfer befreit. Durch fraktionierte Krystallisation erhielten wir 5 Frak- 
tionen mit einem N-Gehalt von 10,55—10,80°/,. Der mit einem Teil der 
isolierten Krystalle in gleicher Weise, wie oben erwiihnt, durchgefiihrte Versuch 
der Abtrennung von vorhandenem Norleucin mittels der Trimethylaminierung 
fiihrte zu keinem eindeutigen Erfolg, weil zu viel Leucin und aufSerdem 
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noch etwas Asparaginsiure beigemischt waren. Eine Krystallfraktion (etwa 
1 g) erwies sich als fast reines Norleucin, [«]2°° = + 5° in Wasser. Es war 
gegliickt, durch vorsichtige fraktionierte Krystallisation das gewéhnliche 
Leucin abzutrennen. Von diesen Krystallen stellten wir Derivate dar: 




















Synthetische Priparate I(+)-Norleucin 
I(—)-Leucin||( +)-Norleucin | 1(+)-Isoleucinjaus Riickenmark 
Benzosulfo-. . . 119° 113° —- 112—1138° 
Phenylisocyanat- . 135° 133° 123—127 ° — 
Phenylhydantoin . | 124—125°| 110—111° -- —- 
Formyl-. . . .4|144—146°| 114—116° — 114° 














Die Mischschmelzpunkte mit den entsprechenden synthetischen Nor- 
leucinderivaten ergaben keine Depression, dagegen trat eine solche bei Ver- 
wendung der entsprechenden Leucinverbindungen ein. 

Benzolsulfo-l-(+)-norleucin C,,H,,NO,S (Mol.-Gew. 271,22). 

0,0548 g Subst. aus Riickenmark (nach Kjeldah]): 2,05 cem n/10-H,SO,. 

Ber. N 5,17 Gef. N 5,24. 


Formy]-l-(+-)-norleucin C,H,,0,N (Mol.-Gew. 159,11). 


0,0339 g Subst. aus Riickenmark (nach Kjeldahl): 2,12 cem n/10-H,SQ,, 
Ber. N 8,80 Gef. N 8,76. 
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Lysinausscheidung im Harn bei Cystinurie. 
Von 


F. A. Hoppe-Seyler. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriitleitung zugegangen am 19. Dezember 1932.) 


Im Harn eines Cystinurikers fand sich eine Substanz C,H, ,N, 95, 
die sich als Anhydrid oo des Dicarbaminyllysins erwies: 
H,N -CO- NH (CH,), + o: sito 


NH—co” 

Die Konstitution wurde durch folgende Beobachtungen sicher- 
gestellt: die Substanz gab die Reaktion von Barrenscheen-Welt- 
mann?) (Gelbfirbung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in Salz- 
siiure), enthielt also die Gruppe NH,-CO-NH-R; bei EKinwirkung 
von salpetriger Siure in der Kilte wurde (unter Stickstoffbildung) 


eine Substanz 
CrHigN,O, = HN « (CH, CH——CO. 


NH—— co” 
erhalten. Aus Lysinsulfat und Bariumcyanat bildete sich nach Er- 
hitzen des Reaktionsproduktes in verdiinnter Siure eine Verbindung, 
die mit der aus Harn isolierten identisch war, aus der auBerdem 
beim Abbau mit salpetriger Saiure ebenfalls die Verbindung C,H,,N,O, 
entstand. Gegen die an sich ganz unwahrscheinliche Annahme 
der Anhydridbildung zwischen Carboxyl- und «-Ureidogruppe 
diirfte das Verhalten bei Einwirkung von salpetriger Siure 
sprechen: der Abbau einer a-Ureidogruppe iiber die «-Amino- 
verbindung wiirde wahrscheinlich rasch zum entsprechenden Al- 
kohol gefiihrt haben; daB auch nach 12—16 stiindiger Einwirkung 
regelmiBig die Verbindung C,H,,N,O, in verhiltnismiBig groBer 
Menge erhalten wurde, spricht fiir die w-Stellung der urspriinglich 
vorhandenen freien Ureido- und der entstandenen Aminogruppe. 
(Vgl. z.B. das Verhalten des Lysins selbst gegen salpetrige Saure). 

Mit griéBter Wahrscheinlichkeit ist die Verbindung aus Lysin 
und Harnstoff erst bei der Verarbeitung des Harnes entstanden: 
dieser wurde — allerdings bei schwach saurer Reaktion — zur 
Erleichterung des Transportes auf etwa 1/, des urspriinglichen 
Volumens eingeengt und nach Zugabe von Schwefelsiiure bei kongo- 
saurer Reaktion unter Ather lingere Zeit verwahrt. 
18* 
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Da8 bei Cystinurie auch Lysin im Harn ausgeschieden werden 
kann, ist schon vor langerer Zeit einmal festgestellt worden.?) 
Damals war von einem Vorkommen dieser Aminosiure in nor- 
malem oder pathologischem Harn sonst nichts bekannt. Seitdem 
ist neben zahlreichen anderen Aminosiiuren auch Lysin im Harn 
Gesunder®*), Gravider*) und in gréSeren Mengen im ,,Diazoharn“*°) 
nachgewiesen worden; aus 50 Liter Diazoharn wurden gelegent- 
lich 0,67 g, in einem anderen Fall 3,0 g Lysin abgetrennt.®*%) In 
dem hier untersuchten Cystinharn war der Gehalt an Lysin wesent- 
lich héher: aus 60 Liter wurden iiber 6 g des Derivates erhalten; 
dabei ist zu beriicksichtigen, dafi die Umwandlung des Lysins 
wahrscheinlich nicht quantitativ erfolgte, und da natiirlich bei 
der Abtrennung Verluste entstanden. Bei der Cystinurie scheinen 
also hinsichtlich der Lysinausscheidung zum mindesten quanti- 
tative Unterschiede gegeniiber der Norm zu bestehen. 

Darstellung aus Harn. Aus 60 Liter Harn (eingeengt auf 
10 Liter) eines Patienten, bei dem Cystinkonkremente der Harn- 
wege chirurgisch entfernt waren, wurden die Basen iiber die Phos- 
phorwolframate abgetrennt und durch Fraktionierung der Silber- 
verbindungen mit Silbernitrat und Baryt aufgeteilt. Beim Einengen 
der freien Basenlésung aus der so erhaltenen ,,Histidinfraktion* 
krystallisierte langsam eine ziemlich schwer lésliche Substanz in 
charakteristischen, kugelf6rmigen, harten Gruppen kleiner Nadeln. 
Verunreinigungen (Kreatin usw.) liefen sich durch mehrfaches 
Umkrystallisieren aus Wasser entfernen. Gesamtmenge 6,1 g. Die 
Substanz enthielt weder Phosphor noch Schwefel und war aschefrei. 

3mal aus Wasser umkrystallisiert, bei 100° im Vakuum ge- 
trocknet: Schmelzp. (unkorr.) 198—200° (202—205° Aufschiiumen). 

0,1097, 0,1040, 0,10296 g Subst.: 0,1788, 0,1719, 0,1686 g CO,, 0,0623, 
0,0623, 0,0590 g H,O. — 6,305, 5,505 mg Subst.: 1,4084 (17,5°, 757 mm) 
1,2426 (18,5° 761 mm) cem N,. , 
Fiir C,H,,N,O, Ber. C 44,84 H 6,59 N 26,17 

Gef. ,, 44,45, 45,08, 44,66 ,, 6,36, 6,70, 6,41 ,, 26,05, 26,48. 

Nach weiterem Umkrystallisieren wurden die gleichen Analysen- 
werte erhalten. Aminostickstoffbestimmungen nach van Slyke 
gaben Werte von 3,6—3,9°/, Amino-N. Die Substanz enthielt 
weder Methylimid- noch Methoxyl- noch Carboxylgruppen. 

Léslichkeit in Wasser bei 20°: 0,75—0,8:100. Schwer lés- 
lich in Alkohol, unléslich in Ather. Die wiiBrige Lésung reagiert 
gegen Lackmus neutral und ist optisch inaktiv. Die Substanz 
gibt verhiiltnismiBig schwer lésliche Fiillungen mit Phosphor- 
wolframsiure, Quecksilbernitrat, Quecksilberchlorid und Natrium- 
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acetat, nicht mit Quecksilberchlorid in wiGriger Lésung, Queck- 
silbersulfat in Schwefelsiiure, Pikrinsiiure, Pikrolonsiiure, Flavian- 
siure. Aus verdiinnten Mineralsiuren, aus Goldchlorid- und 
Platinchloridchlorwasserstofisiiure krystallisiert die freie Base. Mit 
Silbernitrat in ammoniakalischer Lisung entsteht eine Silber- 
verbindung (in starkem Ammoniak und in verdiinnter Salpeter- 
siure léslich), die sich beim Trocknen rasch unter Schwarzfirbung 
zersetzt. Die Farbenreaktionen der KiweiBabbauprodukte, auch 
die Ninhydrinreaktion, fallen negativ aus, ebenso die der Purin- 
derivate; nur die Barrenscheen-Weltmannsche Probe ist 
positiv. Nach liingerem Kochen mit 30°/, iger Salzsiiure und mit 
gesittigtem Barytwasser bildet sich so gut wie kein Ammoniak, 
die Substanz wird zum groBen Teil unzersetzt zuriickerhalten. 

Abbau mit salpetriger Séure. 1,0 ¢ Substanz in 200 ccm Wasser 
mit 12 g¢ Bariumnitrit und im Laufe von 4 Stunden mit 55 ccm 
5 Vol.-°/, iger Schwefelsiiure versetzt, geschiittelt. Nach 12 Stunden 
bei Zimmertemperatur wird tiber das Phosphorwolframat neben 
einer kleinen Menge unzersetzter Ausgangssubstanz eine Ver- 
bindung erhalten, die krystallisierende Chloroplatinate usw. gibt. 
Ausbeute als Chloroplatinat aus alkoholischer Lésung 0,34 g. (Auf 
diesem Wege mehrmals mit fast der gleichen Ausbeute erhalten.) 

Chloroplatinat, rosettenférmig gestellte Prismen und schmale 
Platten, aus Wasser umkrystallisiert, bei 100° im Vakuum ge- 
trocknet, Schmelzpunkt unscharf 234—238° (Zers.). 

4,679, 3,103 mg Subst.: 1,197 0,792 mg Pt. — 4,844, 6,388 mg Subst.: 
0,4382, 0,6409 cem N, (18°, 747 mm Hg). — 0,1000 g Subst.: 0,0812 g CO, 


0,0370 g H,0. 
Fiir C,H,,N,0,-H,PtCl, 
Ber. C 22,34 H 3,75 N 11,18 Pt 25,59 
Gef. ,, 22,15  ,, 4,14 —,, 11,50, 11,57 », 25,58, 25,53. 


Chlorhydrat, runde Gruppen zarter weifer Nadeln, in Wasser 
leicht, in Alkohol schwer léslich, Schmelzp. 198—200° Die wib- 
vige Lésung ist optisch inaktiv. 

3,750 mg Subst.: 0,637 cem N, (15°, 750 mm Hg). 

Fiir C,H,,N,0,-HCl Ber. N 20,24 Gef. N 19,87. 

Chloraurat, krystallisiert langsam, in verdiinnter Salzsiiure 
schwer léslich, Schmelzp. 189—190° (Zers.). 

0,1019 g Subst.: 0,0617 g CO,, 0,0292 g H,O. — 7,280, 6,157 mg Subst.: 
0,537, 0,4606 cem N, (18°, 753 mm Hg). — 4,617, 5,645 mg Subst.: 1,752, 
2,176 mg Au. 

Fiir C,H,,N,0,-HAuCl, 
Ber. C 1648 H2,76 N 8,22 Au 38,58 
Jef. ,, 16,51 ,, 3,21 ,, 8,57, 8,69  ,, 37,95, 38,55. 
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Darstellung aus Lysin. Man erhitzt 1,0 g d-Lysinsulfat mit 
20 ccm 5 Vol.-°/, iger Schwefelsiiure und mit iiberschtissigem Barium- 
cyanat 20 Minuten auf dem Wasserbad, engt das Filtrat vom 
Bariumsulfat ein, fallt aus der Schwefelsiure- und Barium-freien 
Lésung mit alkoholischer Pikrinsiiure das nicht umgesetzte Lysin, 
gibt zum Alkohol-freien Filtrat des Pikrates 5°/, Schwefelsiure, 
ithert aus und kocht nach Abdampfen des Athers die schwefel- 
saure Lisung eine Stunde am RiickfluBkihler. Nach Beseitigung 
der Schwefelsiure krystallisiert beim Einengen das Anhydrid des 
Dicarbaminyllysins (etwa 0,5 g) in den typischen kugligen Krystall- 
aggregaten aus. 

Die so dargestellte Verbindung unterscheidet sich nicht von 
der aus Cystinharn isolierten. Sie ist optisch inaktiv, wird also, 
wie das von anderen Hydantoinderivaten bekannt ist’), leicht 
racemisiert. Schmelzp. 196—197° (202° Aufschiiumen), Misch- 
schmelzp. 198° (200° Aufschiiumen). 

20,730 mg Subst.: 33,9 mg CO,, 11,9 mg H,O. — 4,655 mg Subst.: 
1,0653 cem N, (19°, 746 mm Hg). 

Fiir C,H,,N,0, Ber. C 44,84 H 6,59 N 26,17 
Gef. ,, 44,60 ,, 642 ,, 26,25. 

Nach Einwirkung von Bariumnitrit und Schwefelsiiure wird 
genau wie bei der Harnsubstanz iiber das Phosphorwolframat das 
Chloroplatinat C,H,,N,0,-H,PtCl, erhalten. 

Einmal aus Wasser umkrystallisiert: Schmelzp. 230—232° 
(Zers.), Mischschmelzpunkt mit dem Abbauprodukt der Harnsub- 
stanz: Schmelzp. 226—228° (Zers.). 

4,571, 4,970 mg Subst.: 3,790, 4,120 mg CO,, 1,540, 1,700 mg H,0, 1,162, 
1,269 mg Pt. — 4,735 mg Subst.: 0,4694 ccm N, (19°, 746 mm Hg). 


Fiir C,H,,N,0,:H,PtCl, 
Ber. C 22,34 H 3,75 N 11,18 Pt 25,59 
Gef. ,, 22,61, 22,61 ,, 3,75,3,83 , 11,88  ,, 25,42, 25,53. 


Durchgefiihrt mit Mitten der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft. 
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Uber den Milchsiuregehalt 
von normalen und von Krebsgeweben. 


Von 


R. Bierich und A. Rosenbohm. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Krebsinstitut Hamburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1932.) 


Im Nachfolgenden fassen wir die Ergebnisse von Unter- 
suchungen iiber den Milchsiuregehalt menschlicher und tierischer 
Gewebe zusammen, die wir anschlieBend an die in dieser Z., 
Bd. 155 und 199 verdéffentlichten Untersuchungen in den Jahren 
1926 bis 1931 ausgefiihrt haben. 


I. Anaerobe Glykolyse. 


Isoliert man tierische Gewebe aus dem lebenden Zusammen- 
hang, so hért die Sauerstoffatmung ihrer Zellen schnell auf und 
es iiberwiegen in ihnen mit Abnahme der aeroben immer mehr 
die anaeroben Bedingungen. Normale Rattengewebe (Tab. 4, 5, 6 
kénnen unter diesen Bedingungen den Milchsiuregehalt von Ratten- 
transplantattumoren (Tab. 1) und speziell Rattenleber (Tab. 4) den 
noch héheren Milchsiuregehalt von menschlichen Krebsen!) er- 
reichen, normales Rattenhautepithel (Tab. 6) kann diese Werte 
sogar weit iiberschreiten. Da uns diese Werte, die titrimetrisch 
bestimmt waren, fiir normale Gewebe unwahrscheinlich hoch 
schienen, wurden sie von Herrn Dr. Kalle 1927 durch Darstellung 
der Milchsiure der Haut als Zinklactat nach Embden und Krauss 
nachkontrolliert (Tab. 2). Hierbei ergab sich, daB diese Werte voll- 
kommen mit den titrimetrischen iibereinstimmten. Der hohe titri- 
metrische Wert der normalen Gewebe ist somit tatsiichlich durch 
Milchsiiure bedingt und die anaerobe Glykolyse von normalen 
und von Krebsgeweben ist von gleicher GréSenordnung. 


1) Diese Z. 155, 245 (1926). 
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Tabelle 1. 


Anaerobe Milchsiurebildung tierischer Tumoren. 














Transplant.-Tumor Fixierungs- Milchsdéurewerte in mg-°/, 
Nr. zeit bei Tiertumoren 
139 Ratten-Sark. 50” 101 
165 60” 87 
168 60” 94 
132 75°” 70 
120 80” 91 
160 90” 142 
160 Bt,’ 193 bis zur Fixierung bei 37° auf bewahrt 
169 10’ _“~ % " » a 
164 10’ ae i 7. i 
141 12’ 128 | 
167 16’ 186 
170 7° 123 
140 100’ m0 s a » 10° 
138 100’ 126 
140 100’ 198 
164 100’ “aes 87° 
133 185’ ms... « a ce i 
167 207’ 194 
122 210’ 221 
132 245 Se eo a ae" 
125 Ratten-Ca. 7’ 163 

Spont. Mamma-Ca. | 9 126 

Katze: j 2 ai 








Tabelle 2. 
A. Titration: 118 mg-°/, Milchsiiure. 
b. 289 g Rattenhaut ergaben 0,4899 g Zinklactatrohkrystalle, ent- 
sprechend einem Gehalt von 109 mg-°/, Milchsiure. 
Das Zinklactat wurde nach der Vorschrift identifiziert. 


0,100 g Zinklactat umkrystallisiert und luft- 
trocken ergaben . . _ 0,0129 g Krystallwasser 
Fiir Zn(C,H,0;), + 2H,O theoretisch . . . 0,01289 g - 
Ferner 0,0870 g Zinklactat trocken — 
0,0296 ¢ ZnO. ii 33,79 9/, ZnO 
Theoretisch . : Fy Mere 


II. Aerobe Glykolyse. 


1926 wurde von uns im AnschluB an die Mitteilung von 
Cori-Buffalo?) und Warburg-Berlin®) der Milchsiuregehalt im 
Blute der abfihrenden Tumorvene an 2 menschlichen Sarkomen 
bestimmt — 3) und die Befunde beider Autoren bestiitigt, daB 


2) J. of biol. Chem. 65, 397 (1925). 
8) ,Uber den Stoffwechsel der Tumoren“, Berlin 1926. 
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Tabelle 3. 


Blutmilchsiure bei Sarkomkranken. 























Milchsiuregehalt in mg-°/, 
__ periphere | Tumor- 
woes | KGrpervene | Tamorvene | arterie 
i. Vi. 26 | 
Oberarmsarkom 81 126 | 7,1—7,3 13,1 6,1 
Art. u. Vena Subclavia) | 
nach 80’ | 
} | 
11. VI. 26 
Oberschenkelsarkom 84 193 | 14,6 25—26 | 18,83—13,8 
(Art. u. Vena Poplitea) | 
nach 60’ 
Tabelle 4. 
Rattenleber. 


Milchséiurebildungsgeschwindigkeiten bei verschiedenen 
Fixierungszeitpunkten. 





Fiir 1’ berech- 





























Fixierungs- | Milchsiiure- 
zeiten wert Differenz b—a: nete Milch- 
atte} nach demTode} in mg-?/, gebildete siuremenge 
eee ee hd ~ |. |  Milehsiuremenge bezogen auf 
a | b a b Frischgewicht 
en ne — ————————— — — —— —_ 
1 | 4°20” | 23’ 23” | 132 | 250 | in 19’03” 118 mg-°/, 6,2 mg-°/, 
3 | 5°55” 26725” | 114,2/ 1946] ,, 20°30” 80,4mg-%/,} 3,9 mg-"/, 
2 | V7 — | 24’ 40” | 139,3| 2183] ,, 17°40” 79 mg-°/, 4,2 mg-°/, 
21 37” | 104” | 125,31 122 » ov — 0 
19 | 49” | 120” | 199 | 224 | ,, 71”  25mg-/, | 21,2 mg-%/, 
20 | 38” | 84” | 148 | 166 | ,, 46” 18mg-/, | 23,4 mg-%/, 


im lebenden Tumorgewebe eine aerobe Glykolyse besteht. 
Diese ist nach unseren friiheren Mitteilungen auf eine Hemmung 
der Kohlehydratresynthese im Krebsgewebe zuriickzufiihren. 


Hin aerober Milchsiurespiegel besteht aber mit grofer 
Wabhrscheinlichkeit nach unseren neueren Untersuchungen auch 
in den normalen Kérpergeweben, von denen z. B. Ratten- 
hirn bei einer Fixierungszeit von 5 Sekunden einen Gehalt zwischen 
55 und 44 mg-°/,, durchschnittlich von 47 mg-°/, Milchsiure hat 
(Tab. 5). DaB es sich hierbei um aerob entstandene Milchsiure 
handelt, geht daraus hervor, daB dieser Wert bei Fixierungszeiten 
bis zu etwa 12 Sekunden konstant bleibt und erst danach an- 
steigt. Wir nehmen dabei an, da dieser Anstieg dadurch 
zustande kommt, daB der im Gewebe urspriinglich vorhandene 
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Sauerstofi zu dieser Zeit verbraucht ist und daB nunmehr — 
infolge Sauerstoffmangels — eine anaerobe Glykolyse einsetzt. Da 
bei allen untersuchten Gehirnen iibereinstimmend hohe Milch- 
siurewerte erhalten wurden, kommen andere Erklirungen fiir den 
Anstieg der Glykolyse offenbar nicht in Betracht. 


Zu dem in Abschnitt I angefiihrten hohen anaeroben Milch- 
siuregehalt des Rattenhautepithels ist folgendes zu sagen: Falls 
der gefundene Wert allein durch die anaeroben Bedingungen 
zustande kime, miiBte das Hautepithel eine unwahrscheinlich 
hohe Milchsiurebildungsgeschwindigkeit haben, wofiir aber Belege 
fehlen. Wahrscheinlich ist, daB der hohe anaerobe Wert im 
wesentlichen schon aerob besteht und da8 er durch eine physio- 
logische Milchsiureausscheidung der Schweifdriisen* ) zustande- 
kommt. Diese Milchsiure wiire dann aber kein Produkt des 


Epithels. 
Kin hoher aerober Milchsiiurespiegel besteht hiernach nicht 
nur unter pathologischen Bedingungen — im Krebsgewebe —, 


sondern auch unter physiologischen Bedingungen — im Ratten- 
hirn. Wir nehmen dabei an, da8 der Milchsiiurespiegel im Krebs- 
gewebe héher als im normalen Gewebe ist, konnten diese An- 
nahme aber bisher nicht experimentell beweisen, weil es uns 
nicht gelang, Tumorgewebe so schnell zu fixieren wie Rattenhirn. 


Ill. Bildungsgeschwindigkeit. 


Unsere titrimetrischen Werte fiir die Milchsiurebildungs- 
geschwindigkeit®) normaler Rattenorgane (Tab. 4, 5, 6) stimmen — 
ihrer GréSenordnung nach — mit den manometrischen*) Werten 
iiberein, die Warburg fiir menschliche Krebse und tierische 


4) Amer. J. Physiol. 85, 404 (1928). 

5) Dtsch. med. Wschr. 54, 1494 (1928). 

6) Die in Tab. 4,5,6 mitgeteilte Milchsiurebildungsgeschwindigkeit 
ergibt sich aus der Differenz zweier Milchsiurewerte, von denen der eine 
bei méglichst kurzer Fixierungszeit (etwa 12 Sekunden), der andere nach 
lingerer Zeit (etwa 56 Sekunden) gewonnen ist (Tab. 5). Der Quotient aus 
Differenz der zugehérigen Milchsiiurewerte und Zeitdifferenz ergibt die 
Bildungsgeschwindigkeit. Aus den Hirnwerten geht hervor, da8 brauch- 
bare Werte nur bei ganz kurzer Fixierungszeit erhalten werden. 

7) Wir zogen die manometrischen Werte Warburgs fiir Krebsgewebe 
zum Vergleich heran, weil wir unsere Krebsgewebe (vgl. Abschnitt II) nicht 
so schnell fixieren konnten, wie Hirngewebe. Die in Tab. 1 mitgeteilten 
Fixierungszeiten fiir Rattentumoren sind zu lang. 
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‘Transplantattumoren (Tab. 7) gefunden hat, sind aber wesentlich 
hdher als die Werte, die Warburg mit seiner Methode fiir nor- 


male Rattenorgane angibt. 


Stellt man die Milchsiurewerte der Tab.5 nach ansteigender 
Fixierungszeit graphisch dar (Fig. 1,A), so ergibt sich, daB die 
Bildungsgeschwindigkeit (Fig. 1,B) im Anfang am héchsten ist und 


dann rasch abfillt. 


Tabelle 5. 


Hirn: Milchsiurewerte. 
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Fixierungszeit 





Milchsiiurebildungsgeschwindigkeit (B) und -gehalt (A) fiir Hirngewebe. 





Mittelwerte 
der 
Fixierungszeit 


Mileh- 
siure- 
werte 
in mg-°/, 
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45,8 
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Diff. = 41,6 mg-9/, 





Bildungs- 
geschwin- 
digkeit 
in 1’ 


56.6 me-?/ 
56,6 mg-"/, 


Die wahren Werte fiir die Bildungsgeschwindigkeit ergeben 
sich aus den Fixierungszeiten, die méglichst nahe dem Nullpunkt 
liegen. Da Leber nicht so schnell fixiert werden kann wie Hirn, 
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Tabelle 6. 
Rattenhaut. 
Bildungsgeschwin- 
Fixie Milchsiurewert in mg-°/, digkeit in 1’ 
Ratte | rungs- | . 
zeit Gesamt-| Zu- |... Zu- | Ges.-Haut) Epithel 
haut | nahme | Epithel nahme | in mg-°/, |in mg-°), 
71 1’ 40” 98 | | 1175 | 
15’ 171,6 | +73,6 | 2060 | +885 5560] S66 
76 1°28" 1 481 | | 1570 | 
15’ 25” 153) | 422 1835 + 265 1,54 18,5 
Tabelle 7. 
Milchsdéurebildungsgeschwindigkeit in 1 Minute 
auf 100g Trockengewicht berechnet. 
aaicitet ag ' _ | Ratten-| Menschl. amg 
Hirn Leber sitee | Wien Haut (Ratte) 
inmg; m mg | in mg in mg in mg 
140 (bei 
Warburg *) 127 22 206 | 100°, Ca- — 
Zellen 274) 
Bierich und Rosen- 262 80 i 
bohm 7 &"" 1 (korr. 284) 
desgl. (auf Frisch- 57 99 -_ a 5,5 Ges. Haut 
gewicht ber.) oii 66 Epithel 
Klopstock und Be a . _ 40 
Wohlgemut ber. **) 

















*) Die Werte sind umgerechnet nach Warburg, Posener und 
Negelein, Uber den Stoffwechsel der Carcinomzelle. Biochem. Z. 152, 
309 (1924). 

**) Biochem. Z. 175, 202 (1926). 


liegt ihre erste Fixierungszeit nicht nahe genug am Nullpunkt 
und der von uns gefundene gréBte Wert fiir die Milchsiurebildungs- 
geschwindigkeit von Leber (= 23,4 mg-°/,) kann daher nur einen 
Minimalwert darstellen. Er miiBte also bei giinstigen ‘iuBeren 


Bedingungen wesentlich héher liegen und in Analogie zu Hirn 
etwa 3'/,mal so grof sein. 

Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei der Haut, wo die Werte 
zudem weniger zuverlissig sind, weil bei ihr die Trennung von 
Kpithel und Bindegewebe sehr schwierig ist (vgl. Methodik S. 280) 
und weil wir nicht zuverlissig wissen, ob Epithel und Binde- 
gewebe beim Trocknen gleichmifbig viel Wasser verlieren. 
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Die Bildungsgeschwindigkeit der Milchsiiure im Krebsgewebe 
ist nach unseren Befunden gegeniiber normalen Geweben nicht 
gesteigert, wihrend sie nach Warburg gesteigert sein soll. 


IV. Abhangigkeit der Glykolyse vom Bau des Substrats. 


Der Widerspruch zu Warburgs Befunden’) geht daraui 
guriick, da& er seine Aussagen iiber das Glykolysevermégen der 
Gewebe aus in vitro-Versuchen in glucosehaltigem Medium abgeleitet 
hat, daB die Befunde mit der Glucose aber nicht fiir alle Gewebe 
giiltig sind. Weitere Versuche Warburgs mit Zusatz verschiedener 
Zucker zur Ringerlisung zeigten, daf Flexner-Jobling-Carcinom 
die verschiedenen Zucker verschieden schnell — am schnellsten 
Glucose — spaltet und da8 nur Methylglyoxal von Carcinom und 
Lebergewebe gleich schnell zu Milchsiure umgewandelt wird. 
Nach Meyerhof und Mitarbeitern®), sowie nach Kraut, Bumm 
und Fehrenbach!*) kommen im Tierkérper grundsitzlich 2 Arten 
der Zuckerspaltung zu Milchsiure vor. Erstens eine Spaltung 
von Glykogen iiber die Hexosephosphorsiiure. Sie kommt in 
Leber und Muskel vor. Zweitens eine Spaltung von Glucose, 
die durch Coferment T aktiviert wird und nicht iiber die Hexose- 
phosphorsiure geht. Sie kommt in Hirn und Krebsgewebe vor. 
Hiernach konnte Warburg in seinen Versuchen eine hohe Glyko- 
lyse wohl bei Glucosezusatz zu Hirn und Krebsgewebe, nicht 
aber bei Glucosezusatz zu Leber erzielen. 


Mit den Ergebnissen der in vitro-Versuche liBt sich vorliufig 
nicht in Kinklang bringen, da8 das Glykogen, das in einigen 
Carcinomen nachgewiesen ist, nach Kraut, Bumm, Fehrenbach, 
Rosenthal-Lasnitzki") iiberhaupt nicht verwertet werden kann, 
wihrend nach Jungmann und Kimmelstiel!*) im Hirn zweifel- 
los ein Umsatz von Glykogen zu Milchsiure erfolgt. 


V. Resynthesehemmung. 


Nach Abschnitt II ist der Milchsiurespiegel im ‘Tumor- 
gewebe gegen die Norm erhéht. Wir fiihren dies auf eine Hemmung 


%) a. a. O. 

*) Meyerhof, Die chemischen Vorgiinge im Muskel, Berlin 1930; 
Biochem. Z. 178, 463 (1926); Lébel, Biochem. Z. 161, 219 (1925). 

10) Diese Z. 177, 125 (1928); 184, 196 (1929): 193, 238 (1930); 195, 
101 (1931). 

11) Biochem. Z. 196, 340 (1928). 1) Biochem. Z. 212, 347 (1929). 
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der Resynthese?*) zuriick. Die Resynthese findet nach unserer 


Meinung nur dann in vollem Umfang statt, wenn die Sauerstofi- 
atmung und in ihr ein bestimmtes Glied des Atmungsmechanismus 
intakt ist, und ist gehemmt, wenn dieser Teil der Atmung — wie 
wir es fiirs Krebsgewebe annehmen — geschidigt ist. 

In den Tabellen Warburgs'‘) und seiner Nachuntersucher 
[Rosenthal-Lasnitzki!)] lassen sich fiir das Krebsgewebe 
2 Atmungstypen unterscheiden. T'ypus 1 hat einen groBen Atmungs- 
quotienten und einen Meyerhofquotienten unter 1, Typus 2 einen 
kleinen Atmungsquotienten und einen Meyerhofquotienten iiber 1. 
Typus 1 umfaft unserer Meinung nach die Fille, wo die Re- 
synthese gehemmnt ist, Typus 2 die Fille, wo sie nicht gehemmt ist. 

Wir nehmen an, daB der Sauerstofiverbrauch der Tumorzelle 
in jedem Fall kleiner ist als der einer normalen Zelle und 
daB dieser geringere Sauerstoffverbrauch durch die Atmungs- 
schiidigung der Tumorzelle bedingt ist. Bei Typus 1 verbraucht 


die Zelle nicht nur weniger Sauerstoff, sondern ist auch — je 
nach Grad der Schiadigung des die Resynthese besorgenden 
Gliedes der Reaktionskette — mehr oder weniger unfihig, die 


Resynthese der Kohlehydrate zu besorgen. Hierdurch kommt 
dann eine aerobe Glykolyse zustande. 

Experimentelle Belege zu dieser Auffassung ergeben sich 
aus den Versuchen Warburgs mit dem Blausiureithylester, der 
die Wirkung der Atmung auf die Resynthese aufhebt, aber dic 
AtmungsgréBe ungeschidigt liBt. 

Solch eine Atmungsschidigung variiert, wie wir annehmen, 
dem Grad nach, neben ihr bleibt aber immer ein Teil der 
Atmung vollfunktionsfiihig erhalten. Dieser ist um so kleiner, je 
gréBer die Atmungsschidigung. Solche Gewebe gehéren zu Typus 2 
und haben einen kleinen Atmungsquotienten und einen Meyerhof- 
quotienten iiber 1. 

Die groBen Atmungsquotienten, die Warburg bei groBer 
aerober Glykolyse gefunden hat, sind demnach an Geweben von 
Typus 1 erhalten und zeigen nur, da eine groBe Atmung nicht 
gleichbedeutend mit einer wirksamen Atmung ist. 

Eine wesentliche Stiitze unserer Vorstellungen liefern weiter 
die Versuche Mendels iiber die Wirkung von Dioxyaceton und 
Acetol auf die Atmung der Krebszelle.) 


9) Diese Z. 155, 246 (1926); 164, 207 (1927); Klin. Wschr. 6, 1599 
1927 . 
* aa. 0. 15) Klin. Wschr. 9, 118 (1930). 
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1. Mendel hat festgestellt, daB in einem Gewebe, das bei Sauer- 
stoffatmung mit dem Q,-Quotienten 8,1 einen Milchsiurequotienten = 26,0 
hat, dieser beim Ubergang vom aeroben zum anaeroben Zustand um 6 zu- 
nimmt. Da 1 Mol. O, je 2 Mol. Milchsiure zum Verschwinden bringt, ent- 
spricht der Zunahme des Milchsiurequotienten um 6 (theoretisch) eine Ab- 
nahme der wirksamen Atmung um 3. 

2. Mendel hat durch Zusatz von Acetol oder Dioxyaceton einen 
Atmungsquotienten von 2,8, also nahezu den theoretischen Wert von 3 
erreicht. 

Mendel hat aus diesen Befunden geschlossen, daf die ge- 
schidigte, durch Dioxyaceton hemmbare Atmung fiir andere Zwecke 
funktionsfahig ist und zwar einer Fettverbrennung dient. Unserer 
Meinung nach ergibt sich aus diesen Befunden aber, daB Dioxy- 
aceton und Acetol ausschlieBlich die geschadigte, nicht mehr 
resynthesefihige Atmung lihmen, aber die funktionsfihige Atmung 
nicht beeinflussen. 

In dem Mendelschen Versuch setzt sich der Quotient 
O, =8,1 danach aus einer vollfunktionsfahigen Atmung von 2,8 und 
einer nicht mehr vollfunktionsfihigen und resyntheseunfihigen 
von 5,3 (berechnet 5,1) zusammen. 

Die aerobe Glykolyse der Krebszelle kommt dadurch zustande, 
daB ein Teil ihrer Sauerstoffatmung zerstért ist, was sich in der 
Verkleinerung des Atmungsquotienten ausdriickt, und der iibrige 
Teil zwar erhalten, aber zur Resynthese nur partiell fahig ist. 
Dieser geschidigte Teil der Sauerstoffatmung wird durch Dioxy- 
aceton und Acetol endgiiltig gehemmt. Der oft sehr kleine Rest 
der im Atmungsquotienten ausgedriickten Sauerstoffatmung ist 
vollfunktionsfahig und nicht durch Dioxyaceton hemmbar. Nach 
unseren Befunden sind die Unstimmigkeiten in den abweichenden 
Aussagen iiber den Atmungstypus der Krebszelle dadurch bedingt, 
daB die Autoren ungleichwertige Geschwulstgewebe untersucht 
haben, deren Atmung bald stiirker, bald schwicher geschidigt 
war und die daher stark verschiedene Milchsiiuremengen enthielten. 


Methodik. 


Ratten wurden durch Decapitation getétet, unmittelbar danach ein 
Teil der Leber entnommen, in eisgekiihltem, 4°/, HCl-haltigem Wige- 
glischen zerschnitten, gewogen und nach der iiblichen Methode weiter 
verarbeitet. Als Fixierungszeit galt bei der Leber die Zeit von der De- 
capitation bis zum Einlegen des Organs in die HCl, beim Hirn die Zeit 
von der Freilegung des Hirns bis zum Einlegen des Gewebes in die HCl. 
Es wurden entweder verschiedene Stiicke eines Organs vom selben Tier 
zu verschiedenen Zeiten oder Stiicke von verschiedenen Tieren zu ver- 
schiedenen Zeiten fixiert. 
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Tabelle 8. 





Hautanalysen. 
A B 
Gewicht des getrockn. Hautstiickes (Epithel + Bg.) 706,3mg 690,0 mg 
. . a Bindegewebes. . ... . 643,9mg 630,2 mg 
Epithel: Gewicht. ....... eo sss os Chime 09mg 
Epithel : °/, des Gesamtgewichts ........ 8,84 8,66 


Trennung von Epithel und Bindegewebe. 


Die Ratte wurde kurz geschoren, nach Decapitation die Haut von den 
anhaftenden Fascien abpriipariert, das Hautstiick zuerst frisch gewogen, 
dann etwa 5—1i0 Minuten bei 105° im Trockenschrank belassen, kalt ge- 
wogen, danach das Epithel abgezogen bzw. abgeschabt und das restierende 
Bindegewebe wieder gewogen, woraus sich das Verhiiltnis von Epithel zu 
Bindegewebe ergab. Die mikroskopische Kontrolle zeigte, daB das Epithel 
nahezu vollstiindig abgetrennt war. 
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Zur Darstellung des Ketols (C,H,,0,) und Methylglyoxals. 
Von 
M. Henze und R. Miiller. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Januar 1933.) 


Bei der Verfolgung des Zieles, den Abbau der Acetessigsiiure 
im Organismus einer Klirung niher zu bringen, hatten wir’) 
gefunden, daB sich Acetessigsiure und Methylglyoxal spontan 
umsetzen und dabei das Ketol CH,COCH-(OH)CH,COCH, liefern, 
in dem wir das Bindeglied bei der Umwandlung von Fett in 
Kohlehydrat erblicken. In mehreren Mitteilungen’) aus dem 
Institut ist seitdem iiber das Verhalten dieses Oxyacetonylacetons 
im Organismus, iiber seine Fihigkeit zur Glycogenbildung usw. 
berichtet worden. 

Da iiber die rein priparative Darstellung dieses Ketols frither 
nur kurze Angaben gemacht wurden, dasselbe aber, wie aus 
wiederholt an uns gelangten Anfragen hervorgeht, zu weiteren 
Fragestellungen bendtigt wird, glauben wir eine etwas eingehendere 
Darstellung unseres Verfahrens geben zu diirfen. Wir haben, 
nebenbei bemerkt, die Darstellung des Ketols nach verschiedener 
Richtung hin zu modifizieren versucht. Zunichst waren wir be- 
strebt, die Benutzung des kostbaren Methylglyoxals tiberhaupt zu 
vermeiden. Als das nicht gelang, glaubten wir zu besseren Re- 
sultaten bez. der Ausbeuten gelangen zu kénnen, wenn wir das 
Methylelyoxal direkt mit dem Ester der Acetessigsiure konden- 
sierten. Keiner von den eingeschlagenen Wegen hat sich als 
praktisch vorteilhaft erwiesen. GroBen Nutzen haben wir dagegen 
aus den schénen Beobachtungen von Riley, Morley und Friend °*) 
gezogen, nach denen es gelingt Methylglyoxal in héchst einfacher 
Weise und in beliebiger Menge aus Aceton zu gewinnen. Da wir 
in biochemischen Zeitschriften diesbeziiglich noch keine Angaben 
gesehen haben, méchten wir zunichst dariiber kurz unsere Er- 
fahrungen mitteilen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIV. 19 








982, M. Henze und R. Miller, 


Der einfachste Weg zur priparativen Gewinnung von Methyl- 
glyoxal ging bisher zweifellos aus vom Dioxyaceton, einer kost- 
baren und schwer zugiinglichen Substanz. Aus ihr entsteht nach 
dem Verfahren von Fischer‘) durch Destillation mit Phosphor: 
pentoxyd das Methylglyoxal in recht miBiger Ausbeute. Zu sehr 
verdiinnten wiBrigen Lésungen des Ketonaldehyds, wie sie hier 
aber nicht verwendbar sind, gelangt man wie bekannt auch durch 
Destillieren wiaBriger Dioxyacetonlisungen mit Schwefelsiure, 
wobei wir iibrigens die Angaben Fischlers'), daB ein Zusatz von 
Aluminiumsulfat héher kenzentrierte Lésungen geben soll, nicht 
bestatigen kénnen. Die obengenannte Arbeit der englischen 
Autoren erregte daher unser héchstes Interesse, da darin iiber 
die spezifisch oxydierende Wirkung von Selendioxyd auf Methyl- 
gruppen, die einer Ketogruppe benachbart sind, berichtet wird. 
Die Verff. geben darin auch an, dai man auf diese Weise vom 
Aceton zum Methylglyoxal kommen kann. Wir kénnen ihre Beob- 
achtungen vollauf bestitigen. Das Problem, einen einfachen und 
billigen Weg zu der fiir den Biochemiker so wertvollen Substanz 
zu erschlieBen, ist damit glinzend gelést. Aus 2 Liter Aceton, 
dessen Preis ja keine Rolle spielt, erhielten wir in mehrfach 
wiederholten Versuchen rund 90—100 g reines Methylglyoxal. 
Das Selen wird fast restlos wiedergewonnen und das abdestillierte 
Aceton findet zu einem neuen Ansatz Verwendung. 


Experimenteller Teil. 


A. Darstellung von Methylglyoxal. 2250 ccm Aceton (Bisulfit— 
Aceton ist unnétig) wurden mit 450 g SeO, 4Stunden am Riick- 
fluBkiihler erhitzt. Dabei scheidet sich unter Reduktion rotes 
Se ab, von dem man absaugt. Das iiberschiissige Aceton wird 
langsam unter Verwendung eines hohen Destillieraufsatzes, der 
mit Glasperlen beschickt ist, abdestilliert. Mit dem Aceton gehen 
immer kleine Mengen Methylglyoxal iiber, weshalb man das Aceton 
zu einem neuen Ansatz wieder benutzt. Im Riickstand hat sich 
von neuem Se abgeschieden, offenbar entsteht als Nebenprodukt 
(oder Zwischenprodukt ?) eine fliichtige organische Selenverbindung. 
Sie 1aBt sich z.B. mittels alkoholischer Sublimatlésung in Form 
einer fast unléslichen Verbindung isolieren und verhialt sich darin 
abnlich wie eine Mercaptanverbindung. Wir fanden es daher zweck- 
maBig, den erhaltenen Destillationsriickstand (413 g) mit etwa 
150 ccm Ather zu versetzen und ihn einen Tag tiber wasserfreiem 
Na,SO, stehen zu lassen. Dabei scheidet sich noch weiter Se, 
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aber auch eine schmierige Substanz ab. Nach Dekantieren ver- 
treibt man den Ather und destilliert nunmehr im Vakuum. Man 
fingt dabei auf zwischen 40—47° (12 mm) einen geringen Vorlauf, 
zwischen 51—52,5° (13 mm) die Hauptmenge. Letztere wurde 
nochmals destilliert, wobei zuniichst zwischen 26—32° noch etwas 
Wasser iibergeht. Bei 52° (18 mm) destilliert fast vollig reines 
Methylglyoxal bis zum SchluB iiber. Die Menge betrug 103,3 g. 
Die dicke gelbliche Fliissigkeit besteht aus Methylglyoxalhydrat, 
dem wohl noch etwas Wasser beigemischt ist. Wir fiihrten Gehalts- 
bestimmungen aus, und zwar erstens dadurch, da8 wir das Bis- 
Dinitrophenylhydrazon®) herstellten und wogen, und zweitens, 
indem wir, wie frither angegeben, jodometrisch titrierten.") 
Nach der erstgenannten Methode entsprechen die 103 g 
Destillat 88 g Methylglyoxalhydrat, nach der zweiten 90 g. 
B. Darstellung des Oxyacetonylacetons, Die zur Umsetzung von 
obigen 90 ¢ Methylglyoxalhydrat nétigen 143 g Acetessigsiureester 
(10°/, tiberschuB) werden zunichst mit der berechneten Menge 
‘aie Barytlauge (15°/, UberschuB) verseift, was durch 15 stiin- 
diges Stehen bei Zimmertemperatur erfolgt. Zu der dadurch 
entstandenen Lésung von acetessigsaurem Barium werden die 
90 g Methylglyoxal zugefiigt, worauf man augenblicklich mit 
Schwefelsiure soweit neutralisiert, daB die Fliissigkeit gerade eben 
auf Lackmus schwach alkalisch reagiert. Nachdem die Fliissigkeit 
etwa 50 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur gestanden hat, 
siuert man deutlich mit Schwefelsiure (1:3) an, wobei man das 
Quantum nach der verwendeten Menge Barytlauge bemift. Die 
hierbei erfolgende Abspaltung von Kohlensiiure beschleunigt man 
durch Erwirmen auf etwa 50° und Durchleiten von Luft. Jetzt 
wird mit Baryt alkalisch gemacht und sofort durch Einleiten von 
Kohlensiiure dafiir gesorgt, daB der Uberschu8 in Carbonat ver- 
wandelt wird. Durch Zentrifugieren trennt man das abgeschie- 
dene BaSO, ab, wiischt es aus und schreitet zur Konzentration 
der groBen Fliissigkeitsmengen. Es geschieht das am besten im 
Vakuum in einem Rapidverdampfer (z.B. nach Jantzen und 
SchmalfuB)§) bis zu einem Volumen von etwa 500ccm. Es muB 
nunmehr das friiher erwihnte dem Ketol beigemengte, sehr leicht 
lésliche Bariumsalz abgetrennt werden. Arbeitet man wie im 
dargestellten Falle mit grofen Mengen, so fanden wir es zweck- 
miBig, das erhaltene Konzentrat zuniichst etwa 6 Stunden im 
Soxhlet mit Ather zu extrahieren, wobei der griBte Teil des Ketols 
in den Ather tibergeht. Letzterer scheidet sich in zwei Schichten, 
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da offenbar die Athermenge nicht hinreicht um das Ketol in 
Lésung zu halten. Die so extrahierte Fliissigkeit wird nun unter 
Benutzung eines Destillieraufsatzes im Vakuum bis zur Sirup- 
konsistenz eingeengt. Dieser Sirup wird in etwas warmen Alkohol 
aufgenommen und mit Ather gefillt. Man lift einige Zeit stehen 
und gieSt dann von dem meist schmierigen Bariumsalz ab. Letzteres 
wird wieder in etwas Alkohol aufgenommen und abermals mit 
Ather gefallt, wozu weit geringere Mengen als das erstemal ge- 
ntigen. Diese Prozedur mu8 eventuell noch einigemal wiederholt 
werden, bis das Bariumsalz kérnig wird und alles Ketol extrahiert 
ist.*) Das Bariumsalz ist auBerst hygroskopisch und verschmiert 
sofort wieder an freier Luft. Die vereinigten Alkohol-Athermengen 
werden jetzt abdestilliert und der Riickstand, den man mit dem 
Soxhletextrakt vereinigt hat, der Vakuumdestillation unterworfen. 
Das Ketol siedet bei 11 mm bei 107,5°% Die Ausbeute betrug 
65 g, daB sind rund 50°/, der theoretischen auf das verwandte 
Methylglyoxal berechneten Menge. 

Wie wir schon seinerzeit erwihnten, verwandelt sich das Ketol 
nach vielen Monaten in eine krystalline Form vom Schmelzp. 95°. 


Literatur. 


1) Diese Z. 189; 121 (1930); 193, 88 (1930). 

2) Diese Z. 195, 248 (1931); 200, 101 (1931); 206, 1 (1982); 212, 111 (1932). 
3) J. chem. Soc. 1932, 1875. 

4) Ber. chem. Ges. 57, 1502 (1924); 59, 857 (1926). 

5) Biochem. Z. 227, 156 (1930). 

6) Biochem. Z. 232, 482 (1931). 

7) Z. analyt. Chem. 74, 28 (1928). 

8) Abderhalden, Bioch. Ar. Method. V, 2, 1479 (1929). 





*) Man spare nicht mit dem Ather; je griindlicher das Bariumsalz 
entfernt wird, um so glatter verliuft die darauffolgende Vakuumdestillation. 


Nachtrag zu J. Vogelfanger, Bd. 214, S. 109: 


Seite 110, 3. Zeile v. u. fiige hinzu: 199, 135 (1931); 200, 153 (1931) 
und 207, 57 (1932). 

















